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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Onesnaženost okolja s kovinami predstavlja velik ekološki in gospodarski problem. 
Kovine v okolju izhajajo iz naravnih in antropogenih virov. Potencialno strupene kovine se 
v naravi pojavljajo zaradi naravne erozije mineralov, ki vsebujejo kovine (npr. vulkanski 
izbruhi, zemeljski prah, požari, emisije iz tal in oceanov). Antropogeni izvori kovin pa so 
rudarjenje in taljenje rude, livarstvo, metalurgija itd. Tako pridejo delci kovin v zrak, vodo 
in zemljo ter se naprej prenašajo v rastline in živali, kjer ostanejo dolga desetletja, stoletja. 












, lahko že v 
majhnih koncentracijah škodujejo zdravju in obremenjujejo okolje ter žive organizme, 
predvsem zaradi svoje obstojnosti, sposobnosti bioakomulacije, nerazgradljivosti in 
ekotoksikoloških lastnosti (Pečovnik, 2012). 
V prisotnosti velikih koncentracij potencialno strupenih kovin, lahko kopenske rastline 
razvijejo dve strategiji, da se zaščitijo: izključevanje ali akumulacija in skladiščenje kovin. 
Pri akumulaciji rastline absorbirajo kovine prek svojih korenin in jih prevajajo v nadzemne 
dele, stebla in liste (Montargès-Pelletier in sod., 2008). Hiperakumulacijske rastline imajo 
v primerjavi z ne-akumulacijskimi veliko večjo sposobnost za razstrupljanje in 
privzemanje velikih količin kovin ter ne kažejo simptomov fitotoksičnosti. V normalnih 
tleh se Ni nahaja v koncentracijah od 1 – 450 mg/ kg. V tleh bogatih z Ni pa lahko 
koncentracija Ni doseže 450 – 26 000 mg/ kg. To so največkrat serpentinska tla, ki so se 
razvila na ultramafičnih kamninah, in po navadi vsebujejo 0,1 – 3 % Ni. Z Ni bogata tla 
najdemo v Albaniji, na zahodni obali Severne Amerike (Kalifornija, Oregon), na zahodu 
Avstralije, na jugu Afrike, Jinchang city-ju (Kitajska) in na Novi Kaledoniji (Prasad, 
2005).  
Nikelj lahko v rastlini doseže velike koncentracije. Hiperakumulatorji lahko vsebujejo več 
kot 1000 mg Ni na kg suhe mase. To je zelo velika koncentracija Ni, saj je pri večini rastlin 
Ni strupen že pri 10 - 50 mg/ kg suhe mase. Nikelj se v rastlini kopiči v različnih delih 
rastline (listi, stebla, korenine, poganjki) (He in sod., 2012). Glede na podatke v literaturi 
naj bi bili ligandi, ki so odgovorni za prenos Ni po rastlini organske oz. karboksilne kisline, 
ki prav tako sodelujejo pri sekvestraciji Ni v celičnih vakuolah (Montargès-Pelletier in 
sod., 2008). Najbolj poznana Ni hiperakumulacijska rastlina iz rodu Asteraceae 
(Košarnice) je Berkheya coddii Roessler, endemit, ki uspeva v južni Afriki. Nikelj pa 
hiperakumulira tudi manj raziskana prav tako endemična vrsta Berkheya zeyheri (Sond. & 
Harv.) Oliv. & Hiern. Pri B. zeyheri najdemo dve populaciji- subsp. rehmannii var. 
rogersiana (Thell.) Roessler in subsp. rehmannii var. rehmannii (Thell.) Roessler, pri 
čemer prva hiperakumulira Ni, druga pa ga izključuje.  Koncentracije, ki jih najdemo pri 
izključevalski populaciji pa so še vedno povečane (30 - 50 mg/ kg) v primerjavi z drugimi 
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rastlinskimi vrstami, ki jih najdemo v normalnem okolju. Namen naloge je torej raziskati 
porazdelitev in vezavne oblike Ni pri dveh populacijah B. zeyheri. 
1.2 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 
Cilji magistrske naloge so: 
 določiti razporeditev Ni na organskem nivoju (korenine, steblo, listi) z metodo 
rentgenske fluorescenčne spektrometrije (angl. X-Ray Fluorescence, XRF), 
 določiti razporeditev Ni v koreninah in listih na tkivnem nivoju z metodo protonsko 
inducirane emisije rentgenskih žarkov s fokusiranim žarkom (mikro-PIXE), 
 določiti razporeditev Ni na celičnem nivoju z metodo ekstrakcije, masne 
spektroskopije z induktivno sklopljeno plazmo (angl. Inductively coupled plasma 
mass spectroscopy, ICP-MS) in rentgensko fluorescenčne spektroskopije, in  
 določiti vezavne oblike Ni v tkivih z metodo ekstrakcije in tekočinske 
kromatografije (angl. Liquid Chromatography, LC). 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Namen dela smo strnili v preučevanje petih hipotez: 
1. Pri hiperakumulacijski populaciji bodo koncentracije niklja v rastlini večje, kot v 
tleh, v rastlini sami pa največje v listih. 
2. Predpostavljamo, da se bo nikelj pri hiperakumulacijski populaciji kopičil v listih, 
pri neakumulacijski pa v koreninah. 
3. Nikelj se bo v listih nahajal v fotosintezno neaktivnih tkivih.  
4. Nikelj se bo nahajal v vakuolah in celičnih stenah (vodotopna in netopna frakcija). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 HIPERAKUMULACIJSKE RASTLINE 
Na območjih z velikimi koncentracijami  kovin so kopenske rastline razvile dve osnovni 
strategiji zaščite, izključevanje in akumulacijo. S strategijo izključevanja, rastline 
vzdržujejo relativno majhno koncentracijo kovin znotraj fotosintezno aktivnih tkiv tako, da 
se izogibajo prekomernemu privzemu in prenosu kovin v nadzemne dele. Strategija 
akumulacije kovin v nadzemnih delih (največkrat listi, poganjki), pa je značilna za t.i. 
hiperakumulacijske rastline (Montargès-Pelletier in sod., 2008). V katerih področjih 
(poganjki, steblo, list itd.) se kovine kopičijo, je različno od vrste do vrste. Prav tako se 
pojavijo razlike med starimi in novimi listi. Če pa gremo na raven tkiv, celic in organelov, 
pa se pri hiperakumulacijskih rastlinah kovine navadno kopičijo v metabolno manj 
aktivnih tkivih, kot je povrhnjica, na celičnem nivoju pa v vakuoli oz. v celični steni 
(Groeber in sod., 2015; Robinson in sod., 2003). 
Izraz hiperakumulacijske rastline opisuje rastline, ki so sposobne rasti na tleh bogatih s 
kovinami in kopičiti izjemno veliko količino ene ali več kovin v njihovih nadzemnih 
organih, brez pojava simptomov strupenosti. Nivo kopičenja kovin daleč presega nivo v 
neakumulacijskih rastlinah. Tri osnovne značilnosti ločijo hiperakumulacijske od 
neakumulacijskih rastlin: močno izboljšana stopnja absorpcije kovin, učinkovitejši prenos 
od korenin do poganjkov in večja sposobnost razstrupljanja ter zadrževanja kovin v listih. 
Raziskava je pokazala, da so geni, ki omogočajo hiperakumulacijo, enaki tako za hiper- kot 
ne-akumulacijske rastline; rastline razlikujejo se le v različni stopnji ekspresije teh genov 
(Rascio in Navari-Izzo, 2010). 
Po definiciji so hiperakumulacijske rastline sposobne odstranjevati kovine iz okolice in jih 
transportirati od korenin do poganjkov, kjer jih kopičijo. Za nikelj, kobalt, baker, svinec in 
selen je koncentracija nakopičene kovine več kot 1000 μg/ g suhe snovi, zgornji prag 
koncentracije za Zn in Mn je 10.000 μg/ g in 100 μg/ g za Cd (McNear, 2006). 
Za hiperakumulacijske rastline je značilno, da kovine ne ostanejo v koreninah, ampak se 
prenesejo v poganjke, kjer se akumulirajo v nadzemne organe, posebej v liste. 
Koncentracija kovin je 100 do 1000 krat večja od koncentracije v neakumulacijskih 
rastlinah (Rascio in Navari-Izzo, 2010). Značilno razmerje koncentracije kovin med 
poganjki in koreninami je pri hiperakumulacijskih rastlinah > 1, medtem ko je pri 
neakumulacijskih rastlinah, ki zadržujejo kovine v koreninah, to razmerje < 1 (Baker, 
1981). 
Danes poznamo že več kot 500 vrst rastlin oz. le 0,2 % vseh kritosemenk, ki imajo 
zmožnost akumulacije kovin. Večina teh rastlin akumulira Ni (Montargès-Pelletier in sod., 
2011). Uporabne so za fitoremediacijo (odstranjevanje prekomerno nakopičenih kovin iz 
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tal) in fitorudarjenje (pridobivanje kovin s pomočjo hiperakumulacijskih rastlin, v 
primerih, ko se površinski kop zaradi majhne koncentracije kovine v tleh ne izplača). 
Vendar pa ima veliko teh rastlin zaradi svoje počasne rasti, zahtevnega razmnoževanja, 
sezonske rasti in majhne biomase omejeno uporabnost za fitoremediacijo. A zaradi vse 
večje onesnaženosti s kovinami raziskujejo možnosti reševanja tega problema. Kot primer 
rešitve je prenos genov, ki kodirajo transportne sisteme za kovine, na hitro rastoče vrste. 
Ta tip genetske modifikacije bi lahko omogočil razvoj posebej za Ni prilagojene 
fitoremediacije za boljše sposobnosti prenašanja, kopičenja in razstrupljevanja (Chen in 
sod., 2009). Pogoji za uporabo hiperakumulacijskih rastlin pri čiščenju tal so naslednji: 
hitra rast, velika biomasa, globok koreninski sistem in akumulacija omejena na nadzemne 
dele, ki se jih lahko požanje ali poseka (Montargès-Pelletier in sod., 2008). 
2.2 KOVINE 
Kovine so prisotne povsod, tako zaradi naravnih kot antropogenih aktivnosti (kovinsko 
rudarstvo, taljenje, izgorevanje fosilnih goriv, emisije vozila, gospodinjski odpadki, 
komunalni in industrijski odpadki, uporaba umetnih gnojil in organska gnojila). Najdemo 
jih v zemlji, od koder preko korenin prehajajo v rastline. Prekomerna prisotnost kovin v 
zemlji lahko vpliva na rodovitnost in produktivnost tal, toksični učinki v prehrambnem 
ciklu pa lahko preko rastlin vplivajo tudi na zdravje živali ter ljudi (Filip in Fink, 2010). 
Nekatere kovine (npr. Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni in Zn) so za žive organizme bistvenega 
pomena, druge (npr. Pb, Hg, Ag, Au…) pa nimajo biološke vloge in so v povečanih 
koncentracijah za organizme strupene (Rascio in Navari-Izzo, 2010). 
2.2.1 Nikelj 
Nikelj (kemijski simbol Ni, atomsko število 28) je kovinski kemijski element. Spada v 
železovo skupino in ga je mogoče kovati. Je 24. najpogostejši element in predstavlja 0,008 
% zemeljske skorje, zato je naravna komponenta tal in vode (Ahmad in Ashraf, 2011). 
Nahaja se v magmatskih kamninah kot prosta kovina ali skupaj z železom. Je srebrne barve 
in tudi pri visoki temperaturi odporen na korozijo zato je uporaben v industriji. Uporablja 
se predvsem kot surovina v metalurški industriji in pri galvanizaciji, kot katalizator v 
kemični in živilski industriji in kot sestavni del električnih baterij. Z biološkega vidika 
lahko vpliva na rast rastlin. Za nekatere rastlinske vrste je bistvenega pomena, vendar je 
koncentracija Ni, ki je potrebna za normalno rast le teh rastlin, zelo majhna (0,05 – 10 mg/ 
kg suhe mase). Za Ni so ugotovili, da je sestavni del številnih encimov (npr. glioksalaza, 
peptidna deformilaza, metil-CoM reduktaza in ureaza ter nekatere supeoksid dismutaze in 
hidrogenaze). Zato igra Ni pomembno vlogo pri različnih metabolnih procesih (npr. 
ureoliza, presnova vodika, biogeneza metana in acetogeneza). Pri živalih in človeku so 
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dokazali tako alergijske reakcije pri vdihavanju ali kontaktu s kovino, kot tudi rakotvorno 
delovanje (Chen in sod., 2009; Alloway, 2012). 
Skoraj 25 % svetovnih potreb po niklju je pokritih s pomočjo reciklaže smeti. Glavna 
nahajališča niklja so lateriti (60 %) in magmatski sulfidi (40 %). V letih 2014 in 2015 so ga 
največ izkopali na Filipinih (21 % izkopanega Ni na svetu). A rezerve Ni na Filipinih so 
manjše kot v primeru nekaterih drugih držav (Avstralija, Brazilija, Rusija itd) (USGS, 
2016). 
Večina Ni je nedostopnega, saj se nahaja v osrčju zemeljskega jedra. Drugo največje 
nahajališče Ni predstavlja morje, kjer ocenjujejo, da se 8 milijard ton Ni nahaja 
raztopljenega v morski vodi ali odloženega na morsko dno. Ker se Ni veže na vrsto 
organskih spojin (fosilna goriva vsebujejo velike količine Ni), vrednost Ni v prsti variira. 
Povprečna vrednost je približno 450 mg/ kg. Poleg tega se Ni naravno pojavlja v nekaterih 
rastlinah, kjer je bistveni sestavni del nekaterih encimov, ki so vključeni v asimilacijo 
dušika (metuljnice) (Ahmad in Ashraf, 2011). 
V zadnjih letih vse bolj poročajo o onesnaženosti z Ni. Onesnaženje v glavnem izhaja iz 
odpadnih voda zaradi rudarjenja, taljenja in galvanizacije ter iz odplak iz čistilnih naprav in 
komposta. Koncentracija Ni
2+
 lahko doseže 26 000 ppm v onesnaženih tleh in 0,2 mg/ L v 
onesnaženih površinskih vodah, kar je 20 do 30-krat več od stopnje na neonesnaženih 
področjih. Onesnaženje tal in vode z Ni je postalo svetovni problem (Chen in sod., 2009).  
Ob vse večjem onesnaženju s kovinami, se je razvila tehnologija fitorudarjenja. To je 
postopek proizvodnje bio-rude, ki vključuje vzgojo posevka hiperakumulacijskih rastlin. 
Po zadostni rasti sledi spravilo biomase in njeno sušenje. Naslednji korak je predelava suhe 
biomase v pepel, ki se nadalje obdela z metodami praženja, sintranja ali taljenja. Nezaželen 
stranski pojav tega posega je osiromašenje tal. Prvi datirani poizkusi fitorudarjenja Ni 
segajo v leto 1994. Za ta postopek so osnova tla, bogata z želeno kovino. V primeru niklja 
so na Novi Zelandiji zabeležili poizkus fitorudarjenja z južnoafriškim Ni 
hiperakumultorjem Berkheya coddii (srednja vrednost koncentracije Ni je 17000 mg/ kg 
suhe mase)). Poizkus je pokazal, da je z zmernim gnojenjem (N + P + K) mogoče požeti 22 
t / ha suhe biomase. A prihodnost fitorudarjenja niklja je povezana s svetovnimi cenami 
surovin (Anderson in sod., 1999; Alloway, 2012). 
2.3 VLOGA NIKLJA V RASTLINAH 
Nikelj je že dolgo znan kot pomembno mikrohranilo rastlin in zaradi množice bioloških 
funkcij. Zato pomanjkanje Ni negativno vpliva na rast in razvoj rastlin, na metabolizem ter 
na privzem železa. Čeprav so majhne koncentracije Ni nujne za normalno rast rastlin, pa 
imajo lahko prevelike koncentracije škodljive učinke na rast rastlin in pojavljajo se 
simptome strupenosti. Vendar zaradi vse večje onesnaženosti z Ni prej govorimo o 
prevelikih kot premajhnih koncentracijah (Ahmad in Ashraf, 2011). 
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Za večino rastlinskega tkiva je normalna količina Ni med 0,05 - 5 ppm. Kot že rečeno, je 
Ni sestavni del nekaterih rastlinskih encimov - točneje ureaze, ki presnavljajo sečninski 
dušik v uporaben amonijak. Brez Ni se lahko strupena raven sečnine (urea) kopiči v tkivu 
in tvori nekrotične lezije na konicah listov. V tem primeru pomanjkanje Ni povzroča 
strupenost zaradi nakopičene sečnine. Nikelj je del encimon, ki pomagajo v stročnicah 
vezati dušik. Pomanjkanje Ni je redek pojav. Šele večje pomanjkanje ima vizualne 
simptome. Pomanjkanje vpliva na razvoj manjših poganjkov in rast korenin, slabšo 
razvejanost, deformacije različnih delov rastlin in nenormalne oblike cvetov, zmanjša 
proizvodnjo biomase in zavira kalitev. Presežek Ni vpliva negativno na absorpcijo hranil, 
razvoj rastline in metabolizem ter zavira fotosintezo in transpiracijo. Kot pri večini 
mikrohranil, se z višanjem pH vrednosti rastnega substrata zmanjša možnost privzema Ni. 
Velika vrednost Zn, Cu, Fe, Co, Cd ali Mg v rastnem substratu lahko tudi povzroči 
pomanjkanje Ni (Buechel, 2016).   
Primarno se Ni v rastline privzema v koreninskem sistemu. Privzem poteka s pasivno 
difuzijo in z aktivnim transportom. Vendar razmerje vnosa s pasivnim transportom v 
primerjavi z aktivnim variira glede na rastlinsko vrsto, obliko prisotnega Ni, koncentracijo 
v tleh in v  hranilih. Dejavniki, ki vplivajo na biološko dostopnost in privzem Ni so:  
 koncentracija Ni v tleh,  
 presnova rastline (Chen in sod., 2009), 
 kislost tal ali talnih raztopin,  
 prisotnost drugih konkurenčnih kovin in  
 organska sestava tal.  
Na privzem Ni lahko vplivajo še drugi dejavniki kot so dolžina rastne sezone, način setve 
semena in geokemične lastnosti tal (Chen in sod., 2009). Najbolj pomemben dejavnik je 
pH tal, ki tudi deloma določa velikost razpoložljive frakcije Ni, ki je na voljo za privzem v 
rastline. Nizek pH v kislih tleh povzroča, da je Ni v bolj topni obliki in zato bolj mobilen. 
(Ahmad in Ashraf, 2011). 
Fenomen hiperakumulacije Ni pri rastlinah še ni povsem raziskan (Robinson in sod., 
2003). Prav tako še niso odkrili posebnih transporterjev za privzem Ni, čeprav raziskave 
nakazujejo, da rastline za privzem Ni v koreninskem sistemu mogoče uporabljajo 
transportni sistem značilen za privzem Zn (Rascio in Navari-Izzo, 2010). Primarno se Ni, 
tako kot še nekatere druge kovine, prenese iz korenin do poganjkov in nato do listov preko 
ksilema (Ahmad in Ashraf, 2011). Še vedno je vprašljivo ali lahko transport kovin po 
ksilemu potekai v obliki prostih ionov ali v obliki spojin z organskimi kislinami. Za 
hiperakumulatorje Ni je značilno, da se Ni veže na organske kisline (Rascio in Navari-
Izzo, 2010). 
Izredno velika koncentracija Ni v floemu hiperakumulacijskih rastlin pomeni, da je to 
tkivo vključeno v transport Ni po rastlini. Poleg Ni je v floemu skoncentriran tudi kalcij, 
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kar lahko kaže na morebitno sodelovanje pri porazdelitvi z Ni. Izkazalo se je tudi, da je Ni 
sposoben uporabljati Ca transportne proteine, ki pa omogočajo njegov vnos in premik po 
rastlini (Mesjasz-Przybylowicz in sod., 2016). 
Eden izmed najbolj prepričljivih ekoloških razlogov za hiperakumulacijo Ni in drugih 
potencialno strupenih kovin, je verjetno povezan z obrambno vlogo zoper rastlinojedom in 
patogenom, saj so poskusi pokazali, da listi z nakopičeno kovino odvračajo žuželke od 
prehranjevanja (Assunção in sod., 2003; Verbruggen in sod., 2009). Nekatere vrste žuželk, 
tudi endemiti v ultramafičnih okoljih, pa so se razvile sočasno s hiperakumulacijskimi 
rastlinami, ki so postale njihove gostiteljice. Obstoj takšnih prilagojenih žuželk kaže na to, 
da ni nujno, da hiperakumulacija Ni koristi rastlinam za njihovo obrambo pred rastlinojedi, 
kot so sprva predvidevali. Ker rastline največ Ni kopičijo v starih listi, ki potem odpadejo 
in prispevajo k lokalno povečanim vrednostim Ni v tleh, ki je za ostale rastline strupen, 
hiperakumulacijo Ni lahko smatramo kot vrsto elementne alelopatije (Montargès-Pelletier 
in sod., 2008). 
2.4 PRIVZEM, TRANSPORT IN RAZPOREDITEV NIKLJA PRI 
HIPERAKUMULACIJSKIH RASTLINAH 
Zaskrbljenost zaradi onesnaževanja okolja in zanimanje za fitoremedijacijo sta spodbudila 
številne raziskave Ni hiperakumulacijskih rastlin. Omenjene rastline so zanimive zaradi 
njihovega potenciala za preživetje in zadrževanje velikih koncentracij Ni v tkivih (od nekaj 
tisoč mg/ kg do 5 % suhe biomase) brez znakov strupenosti. Npr. družina rastlin 
Brassicaceae, vsebuje več kot 80 vrst hiperakumulatorjev, ki lahko kopičijo Ni v poganjkih 
v koncentracijah do 3 % suhe mase. Te vrste imajo večje zahteve po Ni (npr. do 500 mg 
Ni/ kg) od običajnih rastlin. Stackhousia tryonii F. M. Bailey (Stackhousiaceae), zelnate 
vrste iz Avstralije, lahko kopičijo Ni v suhih listih v koncentracijah, ki presegajo 4 %. 
Poleg tega je treba omeniti, da imajo tudi številne vodne rastline npr. Typha (rogoz), 
Phragmites (trst), Eichhornia, Azolla (vodna praprot) in Lemna (vodna leča) zmožnost 
odstranjevanja kovin iz vode. Učinkovitost odstranjevanja Ni teh vrst je 80 % višja od 
neakumulacijskih rastlin (Chen in sod., 2009). 
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Slika 1: Mehanizmi vključeni v hipertoleranco in v prenos kovin (Rascio in Navari-Izzo, 2010). 
Slika 1 prikazuje mehanizme, ki so vključeni v hipertoleranco (značilnost rastlin z 
neobičajno veliko toleranco na elemente v sledeh v okolju) in porazdelitvijo kovin pri 
nehiper- in hiperakumulacijskih rastlinah. Lokacija pike nakazujejo kje v organu rastline se 
pojavljajo različni mehanizmi, velikost pa njihov nivo: vezava kovin na celične stene in / 
ali celične eksudate (1), koreninski privzem (2), kelacija v citosolu in / ali nalaganje v 
vakuolah (3), prenos iz korenin do poganjkov (4) (Rascio in Navari-Izzo, 2010). 
Prenos Ni poteka iz korenin do poganjkov in listov s transpiracijskim tokom preko 
ksilema. Ta bistveni element prispe do meristemskih delov rastlin s premeščanjem iz starih 
do mladih listov, in popkov, plodov in semen, preko floema. Opisan transport je strogo 
nadzorovan z ligandi in proteini, ki specifično vežejo Ni. Kovinski ligandi, kot so 
nikotianamin (NA), histidin (His) in organske kisline (citronska kislina in malat-sol 
malične kisline), lahko delujejo kot znotrajcelični kelatorji, ki vežejo Ni v citosolu ali 
subceličnih predelkih za transport, premeščanje in akumulacijo v rastlini. Organske kisline, 
kot sta citrat in jabolčna kislina, zagotavljajo anione za kelacijo Ni. Raziskave kažejo, da je 
v transport Ni pri hiperakumulaciji najverjetneje vpleten protein YSLs (angl. Yellow 
Stripe-like), zlasti za transport Ni - NA kompleksa (Chen in sod., 2009). 
Več kot 50 % Ni, ki ga absorbirajo rastline ostane v koreninah. To je mogoče zaradi 
adsorpcije Ni kationov na površino korenin (na celično steno), ločitve v izmenjavi kationa 
v stenah ksilema in imobilizacije v vakuolah korenin. V koreninah pšenice je več kot 80 % 
Ni prisotnega v prevodnem valju in malo manj kot 20 % v skorji (Slika 2). Ta porazdelitev 
nakazuje veliko mobilnost Ni v prevodnih tkivih - ksilemu in floemu. Na oblike Ni v 
eksudatu ksilema močno vpliva pH vrednost. Ni se veže predvsem s citratom pri pH 5,0, s 
histidinom pa pri pH 6,5. V steblih in listih Ni hiperakumulatorjev (Alyssum bertolonii 
Desv., Alyssum lesbiacum (Candargy) Rech.f. in Noccaea goesingense (Halácsy) 
F.K.Mey.) je večina Ni porazdeljena v celicah povrhnjice, bolj verjetno v vakuolah kot v 
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celični steni. Vendar pa nekatere raziskave pri N. goesingense kažejo obratno, da so večje 
koncentracije Ni prisotne v listih v celični steni. Te razlike so lahko posledica različnih 
koncentracij Ni in metode priprave merjenega vzorca (Chen in sod., 2009).  
Dokazano je, da so poti in skladiščenje Ni fizično ločeni od poti za transport in kopičenje 
Ca in Mn, vendar pa natančna lokacija hiperakumuliranih kovin in njihova možna vezava s 
celično steno še vedno ni raziskana. Različne analizne tehnike vključujejo različne 
postopke priprav vzorcev, kar lahko vpliva na rezultate. Kljub temu prevladuje mnenje, da 
so celice z večjim obsegom vakuol prednostno akumulacijsko območje in kot kaže, se 
največ skladišči Ni v vakuolah listnih celic (Montargès-Pelletier in sod., 2008). 
Raziskave so pokazale, da se Ni akumulira v različnih delih rastlin, odvisno od vrste. V 
Thlaspi montanum L. se je Ni nahajal v pomožnih celicah (angl. subsidiary cells), celic 
zapiralk (angl. guard cells) listnih rež, vendar ne v samih zapiralkah celicah. V primeru A. 
lesbiacum, A. bertolonii in N. goesingense se Ni prednostno nahaja v epidermalnih celicah 
listov in stebla, najverjetneje v vakuolah, in v robnih celicah med žilnim snopom in 
perenhimom skorje stebla. Povzetek teh študij nakazuje, da se večina kovin kopiči v 
vakuolah celic povrhnjice (McNear, 2006). 
 
Slika 2: Porazdelitev Ni po rastlini (Chen in sod., 2009). Več kot 50 % Ni ostane v koreninah in več kot 80 
% Ni je v koreninah prisotnega v prevodnem valju. Ni se v steblih in listih v glavnem nahaja v vakuolah, 
celični steni in epidermalnih trihomih. Vezan je na kelatorje, kot so nikotinamin (NA), histidin (His), citrat, 
organske kisline in proteine z različnimi pomembnimi funkcijami. Kratice na tej sliki: celična stena (CS), 
kloroplasti (K), skorja (SK), citoplazma (CP), endodermis (EN), epidermalne dlačice (ED), povrhnjica (P), 
spodnja povrhnjica (SP), jedro (J), paličasti mezofil (PM), floem (F), sredica (S), koreninski laski (KL), 
gobasti parenhim (GP), zgornji epidermis (ZE), vakuole (V), vaskularni cilinder (VC) in ksilem (KS) (Chen 
in sod., 2009).   
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V splošnem velja, da se Ni v steblih in listih hiperakumulacijskih rastlin v glavnem nahaja 
v vakuolah, celičnih stenah in dlačicah povrhnjice, kjer je vezan s citratom, malatom in 
malonatom (Slika 2). Vendar pa se lahko količina Ni v različnih organelih in citoplazmi (v 
celici) bistveno razlikuje (Chen in sod., 2009). V primeru hiperakumulacijske rastline 
Berkheya coddii so našli najvišje koncentracije Ni na robovih listov, v listni sredici 
(mezofil) in povrhnjici listov, pri čemer je bila maksimalna koncentracija izmerjena v 
kutikuli zgornje povrhnjice (Montargès-Pelletier in sod., 2008). 
2.5 VEZAVNE OBLIKE NIKLJA PRI HIPERAKUMULACIJSKIH RASTLINAH 
Zaradi reaktivnosti in omejene topnosti večine kovin pri fiziološkem pH, se ob privzemu 
kovine v celico zaženejo kelacijski mehanizmi. V rastlinah so glavni znani kovinski 
kelatorji fitokelatini (peptidi, na katere se v rastlini vežejo kovine v kelatne komplekse, s 
čimer se prepreči njihovo škodljivo delovanje (FRAN, 2016) in metalotioneini (polipeptidi, 
ki vežejo absorbirane fitotoksične kovine v rastlinam neškodljive komplekse (FRAN, 
2016), organske kisline, aminokisline in ostale molekule vključene v prenos kovin 
(Montargès-Pelletier in sod., 2008). 
Odvisno od vrste rastline, pogojev rasti in uporabljenih raziskav so predlagani različni 
ligandi kot glavni kelatorji za Ni v hiperakumulacijskih rastlinah. Histidin je opredeljen kot 
glavni kelator za Ni v hiperakumulacijskih rastlinah iz rodu Alyssum, kjer se s privzemom 
Ni poveča njegova koncentracija v ksilemu. Spet za druge številne hiperakumulacijske 
rastline so raziskave pokazale, da je glavni kelator za prenos Ni citronska kislina. V 
primeru Phyllanthus serpentinus S. Moore in Psychotria douarrei, ki sta zelo učinkoviti 
hiperakumulacijski vrsti z vsebnostjo Ni 38100 ppm in 13400 ppm, je zabeležen Ni-malat. 
Novejše raziskave so pokazale, da ima tudi nicotianamin ključno vlogo pri prenosu Ni 
znotraj rastline (Montargès-Pelletier in sod., 2008). 
Biokemični mehanizmi rastlin so še vedno nejasni, a večina raziskav nakazuje, da je glavni 
mehanizem za prenos in toleranco kovin kompleksiranje z organskimi kislinami. Glavne 
predstavnice so citrati, jabolčna kislina (malat) in histidin (aminokislina) (McNear, 2006). 
Seznam organskih kislin in njihove funkcije oz. lastnosti so zapisane v Preglednici 1.  
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Preglednica 1: Kisline, ki so bile uporabljene v analizah. 
Vrsta kisline Formula Opomba 
Citronska kislina C6H8O7 
Prisotna v praktično vseh rastlinah in v številnih živalskih 
tkivih in tekočinah (PubChem, 2016). 
Akonitna kislina C6H6O6 
Dva izomera: cis-akonitna (ta je bila uporabljena v 
magistrski nalogi) in trans-akonitna (PubChem, 2016). 
Dušikova kislina HNO3 
Zelo močna brezbarvna mineralna kislina (Housecroft in 
Sharpe, 2008; PubChem, 2016). 
Fosforna kislina H3PO4 Anorganska mineralna kislina (Gevrey  in sod., 1998). 
Jabolčna kislina C4H6O5 
Dikarboksilna kislina, ki je izdelana v vseh živih 
organizmih (Dreier, 2012; PubChem, 2016). 
Kininska kislina C7H12O6 Sestavni del tanina (PubChem, 2016). 
Klorovodikova kislina HCl 
Močna mineralna kislina, ki v vodi popolnoma disociira 
(Bauer, 2009; PubChem, 2016). 
Malonska kislina HO2CCH2CO2H 
Imenovana tudi propandiojska kislina in je dvobazna 
organska kislina (PubChem, 2016d) 
Mravljinčna kislina CH2O2 
Najpreprostejša karboksilna kislina in pomemben vmesnik 
pri kemični sintezi (Brown, 2015; PubChem, 2016). 
Ocetna kislina CH3COOH 
Imenovana tudi etanojska kislina, je najpomembnejša 
karboksilna kislina. V naravi se pojavlja v telesnih 
tekočinah in rastlinskih sokovih (Brown, 2015; PubChem, 
2016). 
Oksalna kislina H2C2O4 
Imenovana tudi etandiojska kislina in je brezbarvna, 
kristalinična, toksična organska spojina (PubChem, 2016). 
Žveplova kislina H2SO4 
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2.6 VZROKI ZA HIPERAKUMULACIJO 
Obstaja več teorij, ki razlagajo, zakaj je pri rastlinah prišlo do razvoja hiperakumulacije. 
To so:  
 Elementalna alelopatija: kopičenje Ni v rastlinskih organih naj bi povečalo 
kompetitivno prednost hiperakumulacijskih rastlin. Z odpadanjem starih listov v 
katerih je nakopičen Ni, naj bi se povečala razpoložljivost Ni za ostale rastline, ki 
rastejo v okolici in za katere so povečane koncentracije Ni strupene (Prasad in de 
Oliveira Freitas, 2003; Verbruggen in sod., 2009; Chen in sod., 2009; Rascio in Navari-
Izzo, 2011).  
 Toleranca na kovine in sušo: rastlinska odpornost na sušo naj bi bila posledica 
osmolitske vloge kovin znotraj celice, ki naj bi imele vlogo zadrževanja vode (Rascio 
in Navari-Izzo, 2011). 
 Obramba pred herbivori in patogeni, kot hiperakumulacija določenih elementov, npr. 
Zn (Assunção in sod., 2003; Verbruggen in sod., 2009) 
 Nenamerni privzem (angl. inadvertent uptake) elementov (Verbruggen in sod., 2009) 
 Odpornost proti glivnim okužbam: pri Streptanthus polygaloides A. Gray in Thlaspi 
montanum so dokazali, da ima hiperakumulacija Ni zaščitno vlogo pred glivičnimi in 
bakterijskimi patogeni (Prasad in de Oliveira Freitas, 2003). 
2.7 ROD BERKHEYA IZ JUŽNE AFRIKE 
Ni hiperakumulacijske rastline predstavljajo več kot 75 % vseh znanih kovinskih 
hiperakumulatorjev, to je 318 opisanih taksonov. (Robinson in sod., 2003). Južnoafriška 
flora je bogata s petimi Ni hiperakumulacijskimi vrstami: Senecio coronatus (Thunb.) 
Harv., Senecio anomalochrous Hilliard, Berkheya coddii, Berkheya zeyheri podvrsta 
rehmannii var. rogersiana in Berkheya nivea N.E.Br.. Značilnost teh rastlin je njihova 
vsebnost Ni v poganjkih, ki dosega 0,1 % suhe mase, kar je 10 do 100 krat več od 
nehiperakumulacijskih rastlin, ki rastejo na ultramafičnih tleh (Groeber in sod., 2015). 
Rod Berkheya so cvetoče trajnice iz družine nebinovk in poddružine osatov. Raste v 
tropski Afriki zlasti v južni regiji. Od 75ih vrst jih 71 raste v južni Afriki predvsem na 
gorskih pobočjih. Večina jih ima rumene cvetove, nekatere tudi bele, svetlo vijolične in 
slezenaste barve. Berkheya purpurea gojijo kot okrasno rastlino, medtem ko so ostale 
znane kot plevel (rod: Berkheya). So v obliki majhnih grmičkov (Flora of Zimbabwe, 
2016). Rod je bil poimenovan leta 1788 po nizozemskem botaniku Jan le Francq van 
Berkhey (1729-1812) (Berkheya purpurea, 2016).  
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2.7.1 Geologija tal, kjer uspevajo rastline iz rodu Berkheya iz južne Afrike 
Rod Berkheya uspeva na ultramafičnih tleh v tropskih predelih Afrike. Beseda 
ultramafičen je približen sinonim za ultrabazičen ali serpentinast, ki opisuje magmatske ali 
metamorfne kamnine, ki imajo manj kot 45 % silicijevega dioksida (SiO2) in vsebujejo 
velike koncentracije Mg, Fe, Cr, Co in Ni ter majhne koncentracije P, K in Ca (Proctor, 
2003; Alloway, 2012). 
Ultramafične (ali ultrabazična) kamnine so temne barve, in so nastale pri zelo velikih 
temperaturah in tlaku v odsotnosti vode v procesu dvigovanja magme in hlajenja oceanske 
skorje. Večino izpostavljenih ultramafičnin kamnin so našli v orogenskem pasu (nastajanje 
gora). Vulkanske ultramafične kamnine izhajajo iz arhaika, v glavnem iz neoproterozoika 
ali mlajših obdobjih. Tla teh kamnin so strupena za večino rastlin in neplodna za kmetijsko 
pridelavo (Ultramafic rock, 2016). 
2.7.2 Predstavnice rastlin iz rodu Berkheya iz južne Afrike in hiperakumulacija 
niklja 
2.7.2.1 Berkheya coddii 
Berkheya coddii (Slika 3) je trajnica iz družine nebinovk (Asteraceae) vezana na 
ultramafične kamnine v južni Afriki. Raste ob vznožju hribov, v populaciji več 100 rastlin. 
Je pokončna trajnica z lesno osnovo. Primarno se razmnožuje vegetativno z razraščanjem 
korenik. Ima letne poganjke in trajne korenine (angl. Annual shoots, Perennial rootstock). 
Cvetovi so rumene barva, glavna sezona cvetenja je spomladi (Williamson, 2016). 
Zraste do višine 1,5 m. Listi merijo v dolžino 10 - 15 cm in v širino 3 - 4,5 cm, so koničasti 
in na robovih pokriti z dlačicami. Cvetovi rumene barve se nahajajo na koncu stebla, 
njihov premer v povprečju znaša 5 cm (Groeber in sod., 2015). Zaradi svoje zmožnosti 
akumuliranja velike koncentracije Ni in hitre proizvodnje biomase je postala Berkheya 
coddii zanimiva za raziskovalce (Robinson in sod., 2003). Ker je ta kombinacija zelo 
redka, je rastlina primerna za remediacijo z Ni onesnaženih tal s pomočjo fitoekstrakcije 
(Moradia in sod., 2010).  
Če ni prisotnih patogenov in rastlin, ki bi potencialno lahko tekmovale z rastlino za 
svetlobo oz. privzem mineralnih spojin, ima Berkheya coddii potencial, da postane 
eksotičen osvajalec ultramafičnih tal tudi v drugih deželah (Williamson, 2016). 
14 
Katona K. Razporeditev in vezavne oblike niklja pri hiperakumulacijskih rastlinah iz rodu Berkheya iz Južne Afrike. 
      Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
Slika 3: Berkheya coddii (foto: Vogel-Mikuš K., 2015) 
2.7.2.2 Hiperakumulacija niklja v Berkheya coddii 
Ker je za hiperakumulacijske rastline značilno, da se največje koncentracije Ni pojavljajo v 
poganjkih, so Groeber in sodelavci (2015) v svoji raziskavi uporabili tkivo poganjkov in 
listov. Rezultati (Preglednica 2) kažejo, da se največ Ni v Berkheyi coddii koncentrira v 
nadzemnih delih rastline, posebej  v mezofilu in epidermu listov. Ni se transportira do 
apikalnih delov lista preko ksilema, preden se delno razdeli navzdol do spodnjih listov 
preko floema. Rezultati raziskave porazdelitve Ni v različnih tkivih Berkheyi coddii v času 
kalitve kažejo na najvišjo vsebnost Ni v semenskem mešičku 9 130 g/ g (suhe mase). 
Spodnja preglednica prikazuje koncentracije Ni v plodovih, zarodkih, semenski ovojnici in 
mikropilarnem delu semenske ovojnice  (Groeber in sod. 2015). 
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Preglednica 2: Koncentracije Ni v plodovih, zarodkih, plašču semena in semenskem mešičku Berkheyi coddii 
v času kalitve [g/ g (suhe mase)] (Groeber in sod. 2015). 
Celo seme Zarodki Semenska ovojnica Mikropilarni del semenske ovojnice 
μg/ g (suhe mase) 
4810  540 4380  1100 4760  430 9130  580 
 
Rezultati drugih analiz kažejo, da je največja vsebnost Ni v listih. V starih listih je bila 
povprečna vrednost 4380 g/ g, v mladih pa 3210 g/ g. Sprememba koncentracije Ni v 
steblu je odvisna od višine. Na dnu stebla je bila koncentracija Ni od 692 g/ g, na vrhu pa 
do 1810 g/ g. Analiza je pokazala tudi, da je bistveno večja vsebnost Ni v povrhnjici 
listov v primerjavi z ostalimi deli lista. Večina, kar 71 %, akumuliranega Ni je bila v 
poganjkih. Za razliko od drugih hiperakumulacijskih rastlin je v primeru Berkheya coddii 
Ni enakomerno razporejen po različnih tipih celic v listu, pri čemer je koncentracija Ni 
višja v zgornji povrhnjici kot v preostalem delu lista (Robinson in sod., 2003). 
2.7.2.3 Berkheya zeyheri 
Berkheya zeyheri (Slika 4) iz družine nebinovk ima pokončno steblo, ki zraste do 60 cm,. 
Rumeni cvetovi so veliki od 4 do 6 cm (Flora of Zimbabwe, 2016). Znani sta dve podvrsti: 
Berkheya zeyheri podvrsta rehmannii var. rogersiana in Berkheya zeyheri podvrsta 
rehmannii var. rehmannii, prva je Ni hiperakumulacijska rastlina, druga pa ni (Mesjasz-
Przybylowicz in sod., 2016.). 
Večinoma raste na pobočji obrnjenih proti S, v populaciji več 100 rastlin. Primarno se 
razmnožuje iz korenine. Ima letne poganjke in trajne korenine. Cvetovi so rumene barve, 
glavna sezona cvetenja je pomladi (Williamson, 2016). 
  
Slika 4: Berkheya zeyheri (levo: Flora of Zimbabwe, 2016, desno: foto: Vogel-Mikuš K., 2015) 
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2.7.2.4 Hiperakumulacija niklja v Berkheya zeyheri 
Mesjasz-Przybylowicz s sodelavci (2010) in Mesjasz-Przybylowicz s sodelavci (2016) so  
proučevali hiperakumulacijo Ni v podvrstah Berkheya zeyheri. V prvi raziskavi so 
primerjali liste, v drugi pa korenine B. zeyheri. V Preglednica 3 so povzete razlike med B. 
zeyheri rehmannii var. rogersiana in B. zeyheri rehmannii var. rehmannii. 
Preglednica 3: Primerjava podvrst Berkheya zeyheri z analizo listov in korenin (Mesjasz-Przybylowicz in 
sod., 2010; Mesjasz-Przybylowicz in sod., 2016). 
rehmannii var. rogersiana rehmannii var. rehmannii 
LISTI 
Hiperakumulacijska rastlina Nehiperakumulacijska rastlina 
Izrazita prisotnost hipodermalne plasti pod 
epidermom 
Hipodermalna plast ni prisotna 
Debelejša listna ploskev Tanjša listna ploskev 
Spodnja stran lista močno poraščena Spodnja stran lista močno poraščena 
Kloroplasti imajo več globulina v stromi Kloroplasti imajo manj globulina v stromi 
Maks. koncentracija Ni je bila 1,01 % Maks. koncentracija Ni je bila 130 ppm 
Največ Ni v mezofilnih celicah Največ Ni v mezofilnih celicah 
KORENINE 
Kompozicija enaka v obeh podvrstah, 
prisotne še sklereide 
Kompozicija enaka v obeh podvrstah 
Povprečna konc. Ni je 6430 mg/ kg Povprečna konc. Ni je 180 mg/ kg 
Največja obogatitev z Ni je v floemu  
(do 2,5 wt. %) 
Največja obogatitev z Ni je bila v 
eksodermu / epidermu in koreninskih laskih 
2.7.2.5 Berkheya nivea 
Berkheya nivea (Slika 5) je dvokaličnica iz družine nebinovk, ki je tako kot večina 
preostalih rastlin te družine omejena na ultramafična tla južne Afrike. Berkheya nivea je Ni 
hiperakumulacijska rastlina. Raste na vznožju pobočji obrnjenih proti S, v populaciji od 20 
do 100 rastlin. Je robustna pokončna rastlina s trajnimi koreninami iz katerih poganjajo 
enoletni poganjki. Primarno se razmnožuje iz korenine. Cvetovi so rumene barve, glavna 
sezona cvetenja je pomladi. Če ni prisotnih patogenov in rastlin, ki bi potencialno lahko 
tekmovale z rastlino za svetlobo oz. privzem mineralnih spojin, ima Berkheya nivea 
potencial, da postane eksotičen osvajalec ultramafičnih tal tudi v drugih deželah 
(Williamson, 2016). 
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Slika 5: Berkheya nivea N. E. Br. (Global Plants, 2016) 
2.7.2.6 Hiperakumulacija niklja v Berkheya nivea 
Bekheya nivea je nova na seznamu Ni hiperakumulatorjev. Glavna nahajališča Ni so 
predvsem v vakuolah epiderma (Smith in sod., 2001).  
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3 MATERIALI IN METODE 
Rastline so bile nabrane v naravi (Barberton, JAR), zamrznjene v tekočem dušiku in 
poslane v Slovenijo. 
Eksperimentalno delo smo izvajali v različnih laboratorijih. Ekstrakcijo in filtracijo smo  
izvedli na Biotehniški fakulteti na Katedri za botaniko in fiziologijo rastlin. Na Odseku za 
fiziko nizkih in srednjih energij, IJS, smo izvedli XRF, PIXE  na Odseku za znanosti o 
okolju, IJS, pa smo izvedli ICP-MS. Metoda HPLC-MS pa je bila izvedena na Kemijskem 
inštitutu, na Odseku za analizno kemijo. 
3.1 OPIS LOKACIJ IN VZORČENJE 
Barberton Greenstone Belt se nahaja jugozahodno od Mpumalange in 350 km vzhodno od 
Johannesbugra v Južni Afriki (Slika 6). Ta provinca ima po ocenah okoli 4950 rastlinskih 
vrst in intraspecifičnih taksonov, ki se pojavijo znotraj teh meja, vendar pa predstavlja le 
6,3 % površine v Južni Afriki. Barberton Greenstone Belt je sestavljen iz približno 30 
velikih serpetinskih masivov (angl. outcrops) (npr. Agnes Mines). Le ti so razporejeni 
tako, da imajo obliko trikotnika in se raztezajo do Malelane na vzhodu, do Badplaasa in 
Barbertona na jugu in se končajo tik zahodno od Nelspruita. Barberton Greenstone Belt je 
obdan z obsežnimi granatoidnimi vključki (angl. granitoid plutons) in vključki iz gabra 
(angl. gabbroid intrusions). Serpentinski masivi so sestavljeni iz različnih kombinacij 
mineralov- dunita (angl. serpentinised dunite), amfibola (angl. amphibolite), krizolitnega 
azbesta (angl. chrysotile asbestos) in pteridotita (angl. peridotite). Pokrajina je večinoma 
gričevnata in ima zelo razgiban teren. Na tem področju najdemo rastline, ki spadajo v 
družino Asteraceae in hiperakumulirajo Ni. To so: Berkheya coddii, Berkheya nivea, 
Berkheya rehmannii var. rogersiana, Senecio anomalochrous in Senecio coronatus. Prav 
tako najdemo tu tudi Berkheya seminivea Harv. & Sond., ki pa ni Ni hiperakumulacijska. 
Vse te rastline so endemične za Barberton Greenstone Belt (Williamson in Balkwil, 2015). 
Področje Agnes (Slika 7) se nahaja 12 km jugo-zahodno od Barbertona. Na tem področju 
so identificirali 14 endemitov, od tega so tri Ni hiperakumulacijske (Campbell-Young in 
Balkwill, 2000). Tu se nahaja rudnik Agnes mines, kjer kopljejo rudo iz katere pridobivajo 
predvsem zlato.       
Nacionalni park Songimvelo (Slika 8) leži 400 km vzhodno od Johannesburga in je z 
vulkanskimi (stare 3,5 milijarde let) in sedimentnimi kamninami eno izmed najstarejših 
območij na Zemlji. Z geološkega vidika spada Songimvelo v t.i. »Barberton Mountain« 
pokrajino, z značilnimi skalami zelenega kamna (angl. greenstone). Razteza se na površini 
več kot 49 000 ha (Mpumalanga, 2017). 
Rastline za eksperimentalno delo so bile nabrane prav na teh nahajališčih in sicer v okolici 
rudnika Agnes (Agnes mines, Slika 7) in pa nacionalnga parka Songimvelo (Slika 8). 
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Slika 6: Zemljevid prikazuje porazdelitev Berkheya coddii, Berkheya nivea, Berkheya sp. nov. aff. B. 
seminivea in Berkheya rehmannii var. rogersiana, za katere se šteje, da so endemične v Južni Afriki 
(Barberton Greenstone Belt) (prirejeno po Williamson, 2016). 
 
Slika 7: Pokrajina v okolici rudnika Agnes, rastišče vrste B. zeyheri (foto: Vogel-Mikuš K., 2015) 
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Slika 8: Pokrajina nacionalnega parka Songimvelo, rastišče vrste B. coddii (foto: Vogel-Mikuš, 2015) 
3.2 SKUPNA FRAKCIJA ELEMENTOV V TLEH IN RASTLINAH 
Rentgensko fluorescenčna spektrometrija (XRF) je nedestruktivna multielementna analizna 
metoda, s katero določamo elementno sestavo v različnih vzorcih, tudi okoljskih (npr. 
zemlja in rastlinski material). Metoda je hitra, direktna, poceni in okolju prijazna. 
Omogoča hkratno analizo več elementov v širokem koncentracijskem območju, od nekaj 
deset % do nekaj ppm (Vogel-Mikuš, 2006). Vzorec pripravimo tako, da zmeljemo od 0,5 
do 1 g materiala, ki ga stisnemo v tableto. Dobljeno tableto položimo na XRF-
spektrometer in pomerimo XRF-spekter, iz spektra pa izračunamo koncentracije elementa 
v vzorcu na osnovi fundamentalnih parametrov. S tem se izognemo zamudni pripravi 
vzorca s kislinskim razklopom, ki je nujen pri ostalih analitskih metodah ICP-OES in AAS 
(Gangl, 1997; Vogel-Mikuš, 2006).  
XRF temelji na vzbujanju elementov v vzorcu z rentgenskim sevanjem iz radioaktivnega 
vira ali rentgenske cevi na osnovi fotoefekta (izbijanje elektronov). Vzbujena rentgenska 
fluorescenca elementov iz vzorca se detektira s polprevodniškim detektorjem (Vogel-
Mikuš, 2006). 
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Slika 9: Delovanje rentgenske flourescenčne spektroskopije (Humprey in sod., 1998) 
OPIS EKSPERIMENTRALNEGA DELA 
S to metodo smo določili razporeditev Ni na organskem, tkivnem in celičnem nivoju. 
Meritve so bile opravljene s prenosnim XRF spektrometrom Peduzo T01 z Rh cevjo in 
SDD detektorjem na IJS. Iz materiala smo pripravili tabletke ( d = 1,3 cm, m = 200 mg) in 
jih pomerili pri sobnih pogojih. Do meritev so bile shranjene v eksikatorju pri sobni 
temperaturi.  
3.3 RAZPOREDITEV Ni NA TKIVNEM NUVOJU 
Metoda mikro protonsko inducirane emisije rentgenskih žarkov (PIXE, angl. micro-proton 
induced X-ray emission) je analizna metoda detekcije na osnovi rentgenske fluorescence. 
Ima visoko elementarno občutljivost in se uporablja večinoma za merjenje elementov v 
sledeh v različnih materialih (npr. biološki materiali). Njena uporaba se je tako razširila iz 
geologije na arheometrijo in študije zračnih delcev ter na biološke materiale (Vogel-Mikuš 
in sod., 2012). K temu so pripomogle predvsem naslednje lastnosti (Vavpetič, 2008): 
 velika občutljivost (meja detekcije posameznega elementa 0.1 – 1 ppm), 
 možnost analize majhnih μg vzorcev (z metodo mikro-PIXE celo ng) kar skupaj z 
občutljivostjo pomeni, da je možno analizirati sledne elemente v vzorcih v količinah 
nekaj pg ( oz. 10
-15
 z mikro-PIXE), 
 razvoj mikro-PIXE metode je omogočil raziskave z lateralno ločljivostjo pod 1 μm2, 
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 z ekstrakcijo protonskega žarka iz vakuumskega sistema je mogoče analizirati 
materiale, ki jih ni mogoče meriti v vakuumu (tekočine, večji predmeti), 
 PIXE je absolutna metoda (ni potrebna umeritev z internimi standardi), 
 metoda ne poškoduje vzorcev (nA protonski tokovi, ki so potrebni za vzbujanje 
rentgenskih žarkov, le malo poškodujejo vzorce), 
 mogoča je sočasna uporaba drugih metod (spektroskopija z Rutherfordovim povratnim 
sipanjem, gama spektroskopija in druge). 
Območje detekcije za srednje-Z elemente (20 < Z < 40) je od 0,1 do 1 µg/ g (ppm), na 
splošno pa precej pod 10 ppm v periodnem sistemu elementov (od Na do U). Visoka 
elementarna občutljivost PIXE je posledica nizkega fizičnega neprekinjenega ozadja v 
rentgenskem spektru induciranem s protoni (Vogel-Mikuš in sod., 2012). Protone 
uporabljamo zato, ker je presek za ionizacijo notranjih lupin zanje največji, hkrati imajo le- 
ti v snovi najdaljši doseg med ioni z enakimi energijami (Kelemen, 2012). Fizično ozadje 
pri PIXE je sestavljeno iz zavornega sevanja protonov in zavornega sevanja sekundarnih 
elektronov (Vogel-Mikuš in sod., 2012). Karakteristične žarke je mogoče vzbujati tudi z 
elektroni, energij nekaj 10 keV, vendar dobimo pri tem močno ozadje zaradi zavornega 
sevanja elektronov v snovi. Za to metodo se je uveljavil izraz EDS (angl. energy-dispersive 
spectroscopy). Poglavitna prednost metode PIXE je veliko manjše zavorno sevanje v 
primerjavi z EDS, kar omogoči sto do tisočkrat boljšo občutljivost za elemente v sledeh 
(Kelemen, 2012). Standardna PIXE metoda vključuje protonske žarke (s premerom nekaj 
milimetrov), ki se uporabljajo za induciranje rentgenske fluorescence v vzorcu. Že ko je 
bila metoda mikro-PIXE v razvoju, se je pri elementarnem mapiranju bioloških vzorcev 
izkazala kot ena izmed najbolj obetavnih aplikacij (Vogel-Mikuš in sod., 2012).  
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Slika 10: Shematski prikaz mikro-PIXE, nadgrajen s STIM detektorjem (Vogel-Mikuš in sod., 2012). 
Tehnika mikro-PIXE je sestavljena iz detektorskih sistemov: detektor STIM, rezalnik žarka, SDD detektor in 
HpGe detektor. Detektor SDD meri energijo vpadnega fotona preko ionizacije, ki jo ta povzroči v aktivni 
plasti detektorja. Detektorji iz izjemno čistega ali intrinzičnega germanija (HPGe, angl. Hyper-Pure 
Germanium) se uporabljajo pri spektroskopiji žarkov gama in rentgenskih žarkov. Osnova delovanja je 
merjenje naboja, ki ga ustvari foton v področju kristala germanija. STIM je analitska metoda z ionskim 
žarkom, pri kateri se meri odvisnost izgube energije iona v vzorcu od pozicije žarka. Podatek o izgubi 
energije ionov v vzorcu potrebujemo pri kvantifikaciji rezultatov PIXE, saj nam omogoča določitev debeline 
vzorca in s tem kvantitativno podajanje koncentracij v vzorcu. V ta namen je na mikro-PIXE celici nameščen 
STIM v osno-izvenosni geometriji, ki nam omogoči sočasno meritev STIM-a in PIXE spektrov. Princip 
delovanja STIM sistema je ta, da merimo energijo ionov, ki preletijo tarčo (Vavpetič, 2008).  
 
Za pripravo bioloških vzorcev za metodo PIXE je potrebno več korakov, saj so ti vzorci 
zelo mehki in občutljivi ter vsebujejo veliko vode. Največji problem predstavlja sušenje, 
saj mora biti vzorec popolnoma suh, da ga lahko izpostavimo visokemu vakuumu v merilni 
celici. Pri nepravilnem sušenju vzorca lahko pride do neenakomernega izparevanja vode, 
kar bi nam onemogočilo analizo celičnih sten in celičnega jedra, saj bi se vsebina med sabo 
premešala in bi bili kakršnikoli zaključki nemogoči. Zato se pri sušenju vzorcev uporablja 
liofilizacija, ki je postopek, kjer vzorec hitro globoko zamrznemo in s tem preprečimo rast 
kristalov ledu, ki lahko uničijo celične stene in tako onemogočijo analizo. Potem vodo 
oziroma led odstranimo s sublimacijo. Tako ostane vzorec nespremenjen (Vavpetič, 2008). 
Informacije, ki jih dobimo z metodo mikro-PIXE v okoljskih študijah, o elementih v 
sledovih, nam povedo veliko o vnosu in lokaciji kovin v bioloških vzorcih. Z metodo 
mikro-PIXE dobimo visoko kontrastne morfološke slike, ko izdelujemo mapo elementov 
za elemente, ki prevladujejo v fizioloških tkivih (K, Ca, S in P). Te slike se pa ujemajo s 
slikami, ki so pridobljene z optično in elektronsko mikroskopijo. Tudi ko koncentracije 
elementov v sledovih presegajo 50 ppm, nam lahko slike še vedno zagotovijo odlične 
informacije o razporeditvi elementov. Če so elementi v sledovih prisotni v koncentracijah 
reda velikosti 1 ppm ali manj ,ne dobimo koristnih informacij o razporeditvi (Vogel-Mikuš 
in sod., 2012).    
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OPIS EKSPERIMENTRALNEGA DELA 
Z metodo mikro-PIXE smo določili  razporeditev Ni na organskem in tkivnem nivoju. Za 
meritev smo pripravili zamrznjene rezine prečnega prereza korenine, stebla in poganjka in 
jih namestili na nosilce ter pomerili. Aparatura je bila nastavljena na 3 MeV in tok na 100 - 
150 pA. Meritev je potekala v vakuumu pri sobni temperaturi. 
3.4 TOPNA / NETOPNA FRAKCIJA 
Ekstrakcija ali izluževanje je kemijska metoda, ki omogoča prenos molekul želene snovi iz 
trdne zmesi ali raztopine v drugo tekočo fazo s pomočjo topila. Ekstrakcija iz trdnih snovi 
(ekstrakcija trdno-tekoče) temelji na različni topnosti posameznih spojin v ekstrakcijskem 
topilu (v našem  primeru miliQ voda). 
OPIS EKSPERIMENTRALNEGA DELA 
Namen ekstrakcije in filtracije je bil priprava vzorcev za nadaljnje analize. Na Slika 11 je 
predstavljen postopek ekstrakcije s filtracijo. Rastline so bile nabrane v naravi (Barberton, 
JAR), zamrznjene v tekočem dušiku in poslane v Slovenijo, kjer smo jih shranili v 
zamrzovalniku na – 80 °C.  
Sama ekstrakcija se je začela s tehtanjem rastlinskega materiala (1 g svežega oz. 0,1g 
liofiliziranega materiala). Uporabili smo korenine, stebla in liste štirih različnih rastlin: 
Berkheya coddii, Berkheya zeyheri HA, Berkheya zeyheri NA in Berkheya nivea. 
Zatehtanemu materialu smo dodali tekoči dušik (N2(l)) in uprašili s pomočjo terilnice. Nato 
smo dodali miliQ vodo in homogenizirali v terilnici. Homogeno tekočino smo prelili v  
stekleno centrifugirko in centrifugirali približno 5 min oz. dokler se sediment (pelet) ni 
lepo posedel. Nato smo supernatant odpipetirali v drugo centrifugirko in supernatantu 
dodali 5 mL miliQ vode. Centrifugirko s sedimentom smo nežno zavrtinčili, da se je 
sediment odlepil od dna, in nato ponovno centrifugirali. Postopek smo še enkrat ponovili. 
Supernatante smo zbrali v centrifugirki.  
Nato je sledila filtracija. Le to smo uporabili zato, da bi z zmanjšali oz. odstranili rastlinske 
delce iz raztopine, ki bi motili pri nadaljnjih analizah. Tekočino smo potiskali skozi 
membranski filter s pomočjo brizge. Membranski filter je sestavljen iz poroznih membran 
s kontinuirano strukturo, ki zadržijo delce na osnovi velikosti por (v našem primeru 0,45 
μm). Uporabili smo acetatne filtre. Filter vložimo v posebno držalo. Tekočino potiskamo 
skozi filter z brizgo in jo prestrezamo v posodi.  
Po filtraciji smo tekočino narahlo zvrtinčili, da smo dobili homogeno suspenzijo, razdelili 
v 2 mL epice in jih ustrezno označili. Epice s suspenzijo smo zamrznili v tekočem dušiku 
in jih do nadaljnjih analiz shranili v zamrzovalniku na – 80 °C.  
Poleg supernatanta nam je ostal tudi sediment, ki smo ga shranili v Al folijo, ustrezno 
označili in liofilizirali. Po liofilizaciji smo ga shranili v eksikatorju do nadaljnjih analiz.  
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Zatehtamo  1 g svežega oz. 0,1 g liofiliziranega materiala 
Dodamo N2 (l) 
Uprašitev 
Dodamo 20 mL miliQ vode  
Homogeniziramo cca 5 min 
Centrifugiramo 2000 










Dodamo 5 mL miliQ vode  
Centrifugiramo 2000 obr./s 
(cca. 5 min) 
Supernatant 
Sediment 
Narahlo zvrtinčimo  
homogena suspenzija 
Razdelimo v 2 mL epice in označimo 
Zamrznemo v N2 (l) in shranim na – 80°C  
Filtracija 0,45 µm 
filter 
Sediment Supernatant 
Dodamo 5 mL miliQ vode  
Narahlo zvrtinčimo 
Centrifugiramo 2000 
obr./s (cca. 5 min) 
Analize 
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3.5 DOLOČANJE VSEBNOSTI ORGANSKIH KISLIN IN VEZAVNE OBLIKE NI 
3.5.1 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z masno spektrometrijo (HPLC- 
MS) 
Kromatografska analiza je postopek, kjer najprej ločimo posamezne komponente vzorca in 
jih nato zaznavamo z ustreznim detektorjem s ciljem kvalitativne ali kvantitativne 
določitve. V praksi skušamo doseči čim boljšo ločitev v čim krajšem času z optimizacijo 
vseh parametrov in komponent kromatografskega sistema. Kromatografska separacija je 
posledica razlik v hitrosti potovanja posameznih komponent na stacionarni fazi. Ločitev 
poteka tako, da vzorec nanesemo na začetek kromatografske kolone in topilo, ki stalno 
potuje skozi kolono, topi komponente vzorca. Komponente zmesi se porazdelijo med 
topilo (mobilno fazo) in nosilcem (stacionarno fazo). Stacionarna faza je lahko trdna, 
porozna ali površinsko aktivna substanca ali nemobilna tekočina. Mobilna faza je tekočina. 
Porazdelitev komponent se ponavlja vzdolž kolone in končno se komponente ločeno 
izpirajo iz kolone. Tam jih zaznamo z detektorji. Signali so podani kot kromatografski 
vrhovi in celotna krivulja kot kormatogram. Ploščina pod kromatografskim vrhom je 
proporcionalna koncentraciji in podaja kvantitativno informacijo. Pri kromatografiji je 
pomemben zadrževalni čas, ki je potreben, da se določena snov pri izbranih pogojih izpira 
skozi kolono. Je čas, ko se komponenta zadržuje v koloni, in je konstanten za vsako 
organsko substanco pri določenih kromatografskih pogojih. Dve komponenti sta ločeni, če 
se njuna zadrževalna časa razlikujeta. Zadrževalni čas (tr) je sestavljen iz dveh delov, in 
sicer iz časa, ki ga molekula prebije v mobilni fazi (tm), in časa, ko se nahaja v stacionarni 
fazi (t
'
r) (Skoog in West, 1971; Rajh, 2010).  
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) oziroma visokotlačna kromatografija 
je kolonska kromatografija, kjer za stacionarno fazo uporabimo zelo majhne delce. Kadar 
želimo, da bo pretok skozi takšno kolono 0,2 mL/ min do 5 mL/ min, moramo mobilno 
fazo potiskati skozi kolono z visokotlačno črpalko. Značilnost visokotlačne kromatografije 
je hitra in dobra ločljivost (Škrobar, 2011). Pri kromatografiji lahko v koloni potekajo 
različni separacijski postopki: porazdelitev med trdno in tekočo fazo, adsorpcija, ionska 
izmenjava in ločitev na osnovi velikosti molekul. Na razpolago imamo adsorpcijske 
stacionarne faze, kot je silika gel, reverzne faze z vezanimi različnimi funkcionalnimi 
skupinami in delci različnih velikosti, ionske izmenjevalce in kiralne stacionarne faze.  
HPLC-sistem je sestavljen iz naslednjih komponent: rezervoarja za mobilno fazo, 
injektorja, črpalke, kromatografske kolone, termostata, detektorja in instrumenta za zapis 
signala (Rajh, 2010).  
Masna spektrometrija (MS) je analizna tehnika, ki se uporablja za identifikacijo neznanih 
spojin, določevanje količine teh spojin in pojasnjuje strukturne in fizikalne lastnosti ionov. 
Zaradi vsega tega je vodilna spektroskopska tehnika molekularne analize (Škrobar, 2011). 
Masna spektrometrija temelji na ločevanju analitov glede na njihovo razmerja med maso in 
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nabojem (m / z). Masni spektrometer detektira komponente vzorca, ki prispejo v masno 
analizator tako, da jih ionizira v obliko s pozitivnim ali negativnim nabojem. Ionizacija 
poteka v ionskem izvoru (to je lahko elektrorazprševalna ionizacija (ESI) ali kemijska 
ionizacija pri atmosferskem pritisku (APCI) ali fotoionizacija pri atmosferskem tlaku 
(APPI)). Ioni pospešeno zapuščajo ionski izvor in vstopajo v masni analizator. V masnem 
analizatorju se ioni ločijo glede na njihove m / z vrednosti. Kot detektor se uporablja 
fotopomnoževalka, ki šteje število prispelih ionov. Rezultat analize je dobljen masni 
spekter, v katerem je podana intenziteta ionov glede na m / z razmerje (Hansen in sod., 
2011).  
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z masno spektrometrijo (HPLC-MS) je 
analitska kemijska tehnika, ki združuje zmogljivost ločevanja vzorcev s HPLC in masno 
analizo z MS. S tekočinsko kromatografijo ločujemo analite, medtem ko z MS 
identificiramo in kvantificiramo analite v vzorcu ali potrjujemo molekulske strukture. 
Tehniko kot tako lahko uporabimo v analizah biokemijskih, organskih in anorganskih 
spojin, ki jih najdemo v kompleksnih okoljskih in bioloških vzorcih. Zato jo lahko 
uporabljamo na različnih področjih (npr. biotehnologija, okoljski monitoring, agrokemična 
in kozmetična industrija, farmacija in predelava hrane) (Chaimbault, 2014). Poleg HPLC in 
MS, vsebuje sistem še vmesnik, ki učinkovito prenaša ločene komponente iz kolone HPLC 
v MS ionski izvor (Slika 12). Vmesnik je potreben, ker sta HPLC in MS napravi kot taki 
nezdružljivi. Mobilna faza v HPLC je pod tlakom, v MS pa je pod vakuumom. Tako ni 
mogoče neposredno črpanje eluata iz kolone HPLC v  izvor MS. Vmesnik je torej 
mehanski del sistema HPLC-MS, ki ima naslednje naloge: prenos analita, odstranitev 
uporabljene mobilne faze v HPLC in ohranitev kemijske identitete kromatografskih 
izdelkov. Hkrati pa vmesnik ne sme posegati v učinkovitost ionizacije in vukuumske 
pogoje sistema MS (Dass, 2006; Pitt, 2009).    
 
Slika 12: Shematski prikaz glavnih komponent HPLC-MS inštrumenta. 
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OPIS EKSPERIMENTRALNEGA DELA 
HPLC smo izvedli v kombinaciji z masno selektivnim detektorjem. Vzorec smo 
kromatografsko ločili v tekočinskem kromatografu oz. HPLC. Ločene spojine pa smo prek 
vmesnika vodili v MS. Kot kolono smo uporabili monolitsko kolono.  
3.5.2 Induktivno sklopljena plazma z masno spektrometrijo (ICP-MS) 
Induktivno sklopljena plazma z masno spektrometrijo (ICP-MS, angl. Inductively Coupled 
Plasma Mass Spectrometry) je občutljiva analitska metoda, s pomočjo katere lahko v 
kratkem času sočasno določimo celo paleto elementov (Flajšman, 2011).  
Induktivno sklopljena plazma je plazemski izvor, ki se najpogosteje uporablja v masni in 
emisijski spektrometriji. ICP izvor je sestavljen iz treh koncentričnih kvarčnih cevi. Skozi 
te cevi teče tok argona. Ta se uporablja za generiranje plazme, kot nosilec vzorca in kot 
izolator. Masna spektrometrija se uporablja za določanje molekulske mase spojine, na 
podlagi zaznavanja in identifikacije posameznih fragmentov spojine pa se lahko določi tudi 
njeno strukturo. Z njo identificiramo snovi na osnovi analize ionov, ki so nastali iz osnovne 
molekule. Ta analizna metoda zazna vsebnost spojine v območju ng do pg. Ločitev ionov 
lahko poteka v homogenem magnetnem polju pri masnem spektru na magnetni razklon ali 
pa poteka ločitev ionov v visokofrekvenčnih električnih poljih na osnovi preleta ionov v 
določenem času. To se  dogaja pri kvadrupolni masni spektrometriji (Graber Krepša, 
2014).  
 
Slika 13: Shematski prikaz glavnih komponent ICP-MS inštrumenta (Gaber Krepša, 2014). 
ICP-MS je sestavljen iz naslednjih komponent (Slika 13): sistem za uvajanje vzorca, 
razpršilec, razpršilna komora, gorilnik, vmesnik, ionska optika, kvadrupolni masni 
analizator in detektor. S peristatično črpalko tekoči vzorec črpamo skozi sistem za uvajanje 
vzorca, katerega sestavljata razpršilec in razpršilna komora. S pomočjo razpršilca, skozi 
katerega uvajamo argon, nastane aerosol. Aerosol nato prehaja v razpršilno komoro, kjer se 
večji delci odstranijo, manjši pa gredo naprej v plazmo. Temperatura razpršilne komore je 
kontrolirana (3 °C) kar preprečuje nihanje signala, zaradi hitre spremembe T prostora v 
katerem se nahaja aparatura. Nizka T v razpršilni komori preprečuje tudi, da bi vodni 
vzorci preveč ohladili plazmo ter zmanjšali nastajanje oksidov. Plazma se proizvede v 
gorilniku z visokofrekvenčno ionizacijo argon (60,68 MHz). Ioni Ar
+
 in elektroni 
interagirajo v plinski fazi z visokofrekvenčnim magnetnim poljem, ki ga proizvaja Teslova 
tuljava, ovita okrog gorilnika. Posledica upiranja delcev gibanju je sproščanje toplote in s 
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tem ustvarjanje visoke temperature, potrebne za nastanek plazme. Temperatura plazme 
znaša od 7500 - 10 000 K. V plazmi se delci aerosola hitro posušijo, razpadejo na 
molekule, atomizirajo in ionizirajo. Celoten proces se zgodi v času 10 ms. Kationi, ki 
nastanejo z odcepitvijo elektrona, nato potujejo skozi vmesnik, ionsko optiko ter 
kvadrupolni masni analizator do detektorja. Ker nastanek kationov v plazmi poteka pri 
atmosferskem tlaku, masni analizator pa deluje v vakuumu, je potreben dodaten vmesnik. 
Vmesnik je sestavljen iz dveh stožčastih konusov, ki sta izdelana iz Ni in nameščena v 
vodno hlajenem kovinskem ohišju, da se preprečijo poškodbe zaradi toplote plazme. V 
sredini obeh konusov sta odprtini. V prvem konusu je odprtina velikosti 1 mm, v drugem 
pa 0,5 mm. Skozi ti odprtini potujejo kationi do ionske optike. Le ta, ki jo sestavljajo leče, 
usmeri katione v masni analizator ter odstrani nezaželene nevtralne ione in fotone. 
Kvadrupolni analizator sestavljajo štiri vzporedne prevodne palice. S pomočjo kombinacije 
enosmerne in izmenične napetosti se kationi v masnem analizatorju ločijo glede na 
razmerje m / z (masa / naboj). Detektor te ločene katione pretvori v električni tok 
(Flajšman, 2011).  
 
Slika 14: Prikaz potovanja analita od vnosa v ICP aparat skozi plazmo in v masni spektrometer. ICP-
MS izrablja zmožnost ICP izvora iz argona za učinkovito tvorbo enojno nabitih ionov iz elementarnih snovi v 
vzorcu. Ti ioni pa se nato usmerijo v masni analizator (Gaber Krepša, 2014). 
 
OPIS EKSPERIMENTRALNEGA DELA 
Kromatografske separacije smo opravili z uporabo Agilent (Tokio, Japonska) serije 1200 s 
kvaternarno HPLC črpalko za injiciranje vzorca. Črpalka je opremljena z ventili 
Rheodyne, tip 7725 (Cotati, CA, ZDA) in 0,02 mL injekcijskimi zankami. Kolona za 
separacijo Ni zvrsti je bila sestavljena iz štirih CIM DEAE diskov (12,0 mm i.d (premer), 
dolžine 3,0 mm, matrična podpora je narejena iz zelo poroznega materiala (angl. 
poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene dimethacrylate)) iz Bia Separation (Ajdovščina, 
Slovenija). Izstop iz kolone smo spojili (on-line) z Agilent 7700x ICP-MS inštrumentom. 
Kvantifikacija separacijskih Ni zvrsti je bila narejena po redčitvi vzorca s ICP-MS (ID, 
angl. post-column isotope dilution). ICP-MS smo uporabili tudi za določitev skupne 
koncentracije Ni v analiziranih vzorcih (Peeters in sod., 2017). 
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Uporabljali smo zelo čisto vodo (Milli-Q, ρ = 18,2 MΩ cm, angl. Ultrapure water), 
pridobljeno z Direct-Q 5 Ultrapure water system ((Millipore Watertown, MA, USA). Vse 
kemikalije so imele visoko stopnjo čistosti. V postopki separacije smo uporabili NH4NO3 
in pufer HEPES (angl. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (Merck). 
V raziskavi smo uporabili dva standarda: Ni
2+
 in Ni-citrat. Sintetično raztopino Ni
2+
 (c = 
30 ng Ni/ mL) iona smo pripravili iz Ni(NO3)2 soli, ki smo jo ustrezno redčili z vodo. 
Sintetično raztopino Ni-citrata (c = 50 μg Ni/ mL) pa smo naredili z mešanjem ustrezne 
količine citronske kisline z raztopino Ni 
2+ 
ionov (c = 1000 μg Ni2+/ mL). Molsko razmerje 
med Ni in citronsko kislino je bilo 1 : 100. Kompleks Ni-citrat je nastal v 24 h. Pred 
uporabo smo sintetično raztopino Ni-citrat (30 ng Ni/ mL, pH = 5,5) pripravili z 
dodajanjem ustrezne količine raztopine Ni-citrata v 0,2 M HEPES pufer in jo pustili 16 h, 
da smo omogočili uravnoteženje Ni-citrat zvrsti.  
V Preglednici 4 so redčitve vzorcev pred meritvijo s HPLC. 
Preglednica 4: Redčenje vzorcev pred meritvijo s HPLC. 
Vzorec Vzorec Faktor redčenja 
A Berkheya coddii (korenine – hiperakumulator) 1:20 
B Berkheya coddii (listi – hiperakumulator) 1:50 
C Berkheya zeyheri  (korenine − hiperakumulator) 1:5 
D Berkheya zeyheri (listi – hiperakumulator) 1:20 
E Berkheya zeyheri (listi − normalna populacija) N redčenja 
F Berkheya zeyheri (korenine − normalna populacija) Ni redčenja 
Za speciacijsko analizo smo 0,5 mL ekstrakta injicirali na CIM DEAE monolitsko kolono. 
Kot mobilno fazo smo uporabili vodno raztopino NH4NO3 (c = 0,6 M) s pretokom 1 mL/ 
min. Eluat iz CIM DEAE kolone povezan z ICP - MS smo uporabili za kvantifikacijo 
separacijskih Ni zvrsti. Po vsaki separaciji smo kolono regenerirali: najprej eno minuto s 4 
M NH4NO3 s pretokom 10.0 mL / min in nato dve minuti z 0,2 M HEPES (pH = 5) pri 
pretoku 10,0 mL/ min. Na koncu smo kolono spirali z vodo, in sicer 11 min pri pretoku 
10,0 mL/ min in nato še eno minuto pri pretoku 1.0 mL/ min. celoten program je trajal 25 
min.  
Po približno 30 zaporednih separacijah smo kolono očistili z 20 mL 1 M NaOH, tako da 
smo le tega črpali skozi kolono pri pretoku 1 mL/ min. NaOH smo sprali iz kolone z 
zaporedno uporabo 50 mL vode, 50 mL 0,2 mol/ L HEPES (pH = 5), 20 mL 2 mol/ L 
NaCl, 50 mL 0,2 M HEPES (pH = 5) in 50 mL vode, vse s pretokom 10 mL/ min.  
Podrobnejši programi kromatografskih ločb so v PRILOGI A. 
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3.6 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
3.6.1 Diskriminantna analiza 
Diskriminantna analiza (DA) je multivariatna metoda, ki je primerna za proučevanje 
odvisnosti, kadar je odvisna spremenljivka opisna, neodvisne spremenljivke pa so 
številske. Odvisna spremenljivka ima lahko dve vrednosti (disktiminantna analiza za dve 
skupini) in tri ali več vrednosti (multipla diskriminantna analiza).  Z DA ugotavljamo in 
pojasnjujemo razlike med vnaprej določenimi skupinami (skupine so določene z 
vrednostmi odvisne spremenljivke). Pri DA gre za študij variance in za pojasnjevanje 
vpliva neodvisnih spremenljivk na pripadnost enote kategorij opisne spremenljivke. V 
končni fazi pa gre tudi za napovedovanje pripadnosti enote vnaprej določeni skupini.  
Cilje DA lahko strnemo v štiri točke:  
 Določiti diskriminantno funkcijo (linearno kombinacijo izbranih neodvisnih 
spremenljivk) oz. diskriminantne funkcije, ki bodo čim bolje pojasnile razlike med 
skupinami. 
 Ugotoviti, ali med skupinami obstajajo statistično značilne razlike z vidika izbranih 
neodvisnih spremenljivk. 
 Določiti relativni prispevek vsake od izbranih neodvisnih spremenljivk k ločitvi 
skupin. Na osnovi dobljenih diskriminantnih funkcij uvrstiti nova opazovanja 
(enote) v eno od vnaprej določenih skupin. 
Diskriminantna analiza je bila narejena v programu XLSTAT v Microsoft Excelu. 
Uporabljen pa je bil pri analizo elementov v tleh in rastlinah. 
3.6.2 Duncanov test  
Duncanov test je zaključni test namenjen analizi večjega števila vzorcev. Ti vzorci so 
homogeni, a ne pripadajo isti populaciji. Razlikovanje vzorcev je osnovano na večkratnem 
preizkušanju variacijskih razmikov. Stopnja značilnosti temelji na številu neodvisnih 
primerjav med aritmetičnimi sredinami. S pomočjo Duncanovega testa razdelimo 
posamezne vzorce v več podskupin, v katerih se vzorci glede na opazovano statistično 
spremenljivko ne razlikujejo (Adamič, 1989).  
Duncanov test je bil narejen v programu Statistika 10. Uporabljen pa je bil tekom analize 
elementov v tleh in rastlinah ter pri analizi določanja vsebnosti organskih kislin.   
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4 REZULTATI  
4.1 ANALIZE ELEMENTOV V TLEH 
Slika 15 prikazuje koncentracije Ni v tleh dobljenih s pomočjo metode XRF. Vzorčenje je 
bilo izvedeno na področju rudnika Agnes mines (A1, A2, A3) in na področju Songimvela 
(SOM). Na Agnes mines je je bilo vzorčenje izvedeno trikrat za hiperakumulacijsko vrsto 
B. zeyheri in enkrat za neakumulacijsko vrsto B. zeyheri. Vzorčena je bila rizosferna prst. 
Iz grafa je razvidno, da je najnižja (532 mg/ kg) koncentracija Ni v tleh prav tam, kjer je 
bila nabrana neakumulacijska vrsta B. zeyheri. Največja (2720 mg/ kg) koncentracija Ni v 
tleh je bila na Agnes mines in sicer pri vzorčenju št. 2. Nato ji sledi vzorčenje št. 1 na 
Agnes mines s 1610 mg/ kg. Vzorčenje št. 3 na Agnes mines lahko primerjamo z 
vzorčenjem na Songimvelu, saj so si koncentracije Ni v tleh podobne (1016 mg/ kg in 1180 
mg/ kg). 
 
Slika 15: Koncentracije Ni v tleh (povprečje  se). Različne črke nad vrednostmi prikazujejo 
statistično značilne razlike (Duncanov test, p<0.05). 
Preglednica v PRILOGI B prikazuje koncentracije elementov v tleh. Prikazani so rezultati 
vzorčenja prsti na področju rudnika Agnes mines in na področju Songimvela. Iz 
preglednice je razvidno, da je vsepovsod koncentracija Si največja, njena vrednost pa je 
reda velikosti 10
5
 mg/ kg. Sledi ji Fe. Elemente, ki jih poimenujemo tudi kot elementi v 
sledovih, so bili v zemlji v najmanjših koncentracijah. To so: Cu, Br, Rb, Sr, Zr, As in Zn. 
Vidimo lahko, da je v vzorcu prsti, kjer radte neakumulacijska podvrsta B. zeyheri 










































Koncentracije skupnega Ni v tleh 
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Metoda glavnih komponent 
V zemlji smo izmerili koncentracije 19 elementov. Da bi dobili boljši vpogled v razlike 
med elementnimi profili posameznih vzorčnih mest, smo na podatkih izvedli linearno 
diskriminantno analizo. Glavni komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno pojasnita 
skoraj 100 % variabilnosti podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 16) vidimo, da se 
vzorci tal ločijo v diskretne skupine, ki odgovarjajo različnim vzorčnim mestom, kar 
pomeni, da se elementni profili tal posameznih vzorčnih mest med seboj razlikujejo. K 
ločitvi skupin po funkciji 1 največ prispevajo elementi, kot so Sr, Co, Fe, Br in Cr, po 
funkciji 2 pa Cu, As, Ni in Mn (PRILOGA C). 
 
 
Slika 16: Analiza elementov v tleh. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij spremenljivk (rdeči 
vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni analizi  koncentracij 
























Funkcija 1 (99.97 %) 















































Funkcija 1  (99.97 %) 
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4.2 ANALIZE ELEMENTOV V RASTLINAH 
Preglednica v PRILOGI D prikazuje povprečne koncentracije (v mg/ kg) elementov v 
posameznih delih rastline: korenine (R), steblo (S) in poganjki (L) in po področjih 
vzorčenja: Agnes mines (A1, A2, A3) in Songimvela (SOM). Rastline so bile nabrane 
naključno. Razvidno je, da je neakumulacijska vrsta B. zeyheri vsebovala manjšo (240 mg/ 
kg koncentracijo Ni v primerjavi z hiperakumulacijsko vrsto B. zeyheri. Zemlja 
(PRILOGA ), kjer je bila nabrana (A1) neakumulacijska vrsta B. zeyheri, je vsebovala 532 
mg/ kg Ni. Hiperakumulacijska vrsta B. zeyheri s področja vzorčenja A1 je vsebovala 6850 
mg/ kg Ni, v zemlji pa je bilo 1610 mg/ kg Ni. Iz teh rezultatov vidimo, da so pri 
hiperakumulacijski populaciji koncentracije Ni v rastlini večje, kot v tleh. Torej, 
koncentracija Ni pri hiperakumulacijski vrsti večja v rastlini, pri neakumulacijski vrsti pa 
je koncentracija Ni večja v tleh. Vsebnost ostalih elementov v rastlini pa se razlikuje tako v 
razporeditvi po rastlinah kot tudi po mestu vzorčenja. V najvišjih koncentracijah so 
elementi, ki so pomembni za razvoj, rast in presnovo rastlin (npr. Ca, K, Cl, P, S, Fe). 
Ostali elementi (npr. Ni, Co, Cu, Zn, Mn), ki so prav tako bistveni za normalno rast in 
presnovo rastlin, pa se nahajajo v nižjih koncentracijah. Ti elementi pa lahko v že v 
majhnih koncentracijah škodujejo zdravju in obremenjujejo okolje ter žive organizme. 
Vidimo lahko tudi, da se Fe akumulira v najvišjih koncentracijah v koreninah, tako pri 
hiperakumulacijski kot neakumulacijski vrsti.   
V rastlinah smo izmerili koncentracije 14 elementov. Da bi dobili boljši vpogled v razlike 
med elementnimi profili posameznih rastlinskih organov, smo na podatkih izvedli linearno 
diskriminantno analizo. Glavni komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno pojasnita 75 
% variabilnosti podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 17) vidimo, da se vzorci 
rastlinskih organov ločijo v diskretne skupine, ki odgovarjajo različnim rastlinskim vrstam 
in rastlinskim organom, kar pomeni, da se elementni profili posameznih rastlinskih vrst in 
organov med seboj razlikujejo. K ločitvi skupin po funkciji 1 največ prispevajo elementi, 
kot so Cl, K, Ca, Ni, Br in Fe po funkciji 2 pa Br, Ni in Cu (PRILOGA E1). V listih HA 
rastlin tako najdemo veliko Ni, Ca, K, Cl in Br, medtem ko se Fe, Mn, Co in S kopičijo 
pretežno v koreninah. Listi NA rastlin imajo podoben profil kot HA, le z manj Ni. 
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Slika 17: Analiza elementov v rastlinah. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij spremenljivk 
(rdeči vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni analizi  


















F1 (63.57 %) 





















































Funkcija 1  (63.57 %) 
Spremenljivke (osi F1 in F2: 74.60 %) b) 
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4.2.1 Koncentracija elementov v koreninah 
V koreninah smo izmerili koncentracije 14 elementov. Da bi dobili boljši vpogled v razlike 
med elementnimi profili posameznih korenin, smo na podatkih izvedli linearno 
diskriminantno analizo. Glavni komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno pojasnita 98 
% variabilnosti podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 16) vidimo, da se vzorci korenin 
ločijo v 5 diskretnih skupin, ki odgovarjajo različnim rastlinskim vrstam, kar pomeni, da se 
elementni profili posameznih rastlin med seboj razlikujejo. K ločitvi skupin po funkciji 1 
največ prispevajo elementi, kot so P, Zn, Co, Mn, Fe, S in Ni, po funkciji 2 pa Ni, Cl, Ca in 
K (PRILOGA E2). Profil elementov v koreninah NA se bistveno loči od HA rastlin, 
predvsem po nižjih vsebnostih Ni in S. 
 
 
Slika 18: Koncentracija elementov v koreninah. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij 
spremenljivk (rdeči vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni 


























Funkcija 1  (92.44 %) 











































Funkcija 1  (92.44 %) 
Spremenljivke (osi F1 in F2: 98.32 %) 
b) 
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4.2.2 Koncentracija elementov v steblih 
V vzorcih stebel smo izmerili prav tako koncentracije 14 elementov in izvedli linearno 
diskriminantno analizo. Glavni komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno pojasnita 
100 % variabilnosti podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 19) vidimo, da se vzorci 
stebel ločijo v 4 diskretne skupine, ki odgovarjajo različnim rastlinskim vrstam, kar 
pomeni, da se elementni profili posameznih rastlin med seboj razlikujejo. Medtem ko 
HA_SOM_S in HA_A2_S predstavljata eno diskretno skupino. K ločitvi skupin po 




Slika 19: Koncentracija elementov v steblih. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij 
spremenljivk (rdeči vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni 

















F1 (99.94 %) 







































Funkcija 1  (99.94 %) 
Spremenljivke (osi F1 in F2: 100.00 %) 
b) 
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4.2.3 Koncentracija elementov v poganjkih 
Kot v koreninah in steblih, smo pri poganjkih prav tako izmerili koncentracije 14 
elementov in na pridobljenih podatkih izvedli linearno diskriminantno analizo. Glavni 
komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno pojasnita skoraj 95 % variabilnosti 
podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 20) vidimo, da se vzorci poganjkov ločijo v  
diskretni skupine, ki odgovarjajo različnim rastlinskim vrstam, kar pomeni, da se elementni 
profili posameznih rastlin med seboj razlikujejo. K ločitvi skupin po funkciji 1 največ 




Slika 20: Koncentracija elementov v poganjku. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij 
spremenljivk (rdeči vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni 






















F1 (85.37 %) 










































Funkcija 1  (85.37 %) 
Spremenljivke (osi F1 in F2: 94.99 %) 
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4.3 POVEZAVA MED SKUPNIMI KONCENTRACIJAMI Ni V TLEH IN 
RASTLINAH 
Slika 21 prikazuje odnos med skupnimi koncentracijami Ni v tleh in rastlinah. Za 
primerjavo smo uporabili NA in HA B. zeyheri. Primerjava med koncentracijo skupnega 
Ni v tleh in koreninah kaže na linearno odvisnost, saj pri opisu eksperimentalnih podatkov 
s premico dobimo R
2





listi = 0,42).  
 
Slika 21: Graf prikazuje povezavo med koncentracijami Ni v tleh in rastlinah. 
Ko primerjamo med seboj rezultate iz PRILOGE D in Slike 21 za posamezne rastlinske 
organe (L, R, S), lahko ugotovimo, da je pri neakumulacijski vrsti B. zeyheri  najvišja 
koncentracija Ni v koreninah. In sicer je ta koncentracija (225 mg/ kg) Ni v koreninah za 
več kot 3 x višja od koncentracije Ni kot v listih (37,2 mg/ kg) in steblu (31,6 mg/ kg) 
skupaj. Pri hiperakumulacijski vrsti B. zeyheri (nabiranje na A1) pa je koncentracija Ni 
najvišja v listih (4380 mg/ kg) in je za 1,8 x višje kot v koreninah (1183,8 mg/ kg) in steblu 
(1290 mg/ kg) skupaj. Enaki rezultati so bili še pri ostalih področjih (A2, A3, SOM) 
nabiranja hiperakumulacijske vrste B. zeyheri. Tudi samo razmerje listi – (korenine + 
steblo) se giblje med 1,4 – 1,8.  
  
y = 2,6078x + 577,6 
R² = 0,4184 
y = 0,7213x + 1021,8 
R² = 0,0925 
y = 0,9482x - 102,13 



































Koncentracija Ni v tleh (mg/kg) 
Povezava med skupnimi koncentracijami Ni v tleh in rastlinah 
Ni_listi Ni_steblo
Ni_korenine Linearna (Ni_listi)
Linearna (Ni_steblo) Linearna (Ni_korenine)
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4.4 RAZPOREDITEV Ni NA ORGANSKEM IN TKIVNEM NUVOJU  
Z metodo XRF smo določali koncentracije posameznih ionov v posameznih delih rastline 
(korenine, steblo, poganjki). S pomočjo metode PIXE pa pogledali razporeditev oz. 
lokacijo teh ionov v korenini, steblu in listu. 
Z metodo PIXE smo detektirali različne elemente v korenini (Slika 22), steblu (Slika 23) in 
poganjku (Slika 24), v hiperakumulacijski in neakumulacijski podvrsti B. zeyheri. Iz 
posnetka (Slika 22.1a) s svetlobnim mikroskopom lahko vidimo, da se pri 
hiperakumulacijski podvrsti B. zeyheri na površini korenine tvori depozicija oz. t. i. 
koreninski plak (KP). Pri neakumulacijski podvrsti B. zeyheri (Slika 22.1b) pa 
koreninskega plaka skoraj ni oz. imamo kar povrhnjico. Pri detekciji Ni vidimo, da je 
koncentracija Ni pri B. zeyheri NA v listu (Slika 24.2b) tako majhna, da je nismo mogli 
detektirati, medtem ko je v korenini (Slika 22.2b) zelo velika in ga je več kot 1 %. Nahaja 
se tako v koreninskem  plaku  kot tudi v sami korenini. Pri B. zeyheri HA se Ni v steblu 
(Slika 23.2a) nahaja in kopiči v povrhnjici. Pri B. zeyheri NA pa Ni ostane v žilah in se iz 
korenin preko žil v steblu prenese v list. Koncentracija prenesenega Ni je zelo majhna, kar 
man pove tudi podatek, da je bila koncentracija Ni v poganjku (Slika 24.2b) pod mejo 
detekcije. Pri B. zeyheri HA je koncentracija Ni največja v listu (Slika 24.2a). Kopiči se v 
povrhnjici in v fotosintezno aktivnih tkivih (mezofil), kjer se nahaja v vakuolah in ne v 
kloroplastih, da ne moti same fotosinteze. 
Natrij je v B. zeyheri HA zastopan v nizkih koncentracijah, največ ga je v koreninah (Slika 
22.3a) v  povrhnjici. Pri B. zeyheri NA pa ga je najmanj v koreninah (Slika 22.3b) in 
največ listu (Slika 24.3b). V listu je lociran v listni žili (ksilem in floem). Koncentracija 
magnezija je pri B. zeyheri HA največja v korenini (Slika 22.4a) (največ ga je v povrhnjici 
in skorji). Pri B. zeyheri NA pa je koncentracija Mg v korenini (Slika 22.4b) najnižja 
(največ ga je le tu v povrhnjici), v listu (Slika 24.4b) pa najvišja, kjer je lociran v mezofilu. 
Koncentracija fosforja (Slika 22.7, Slika 23.5 in Slika 24.5) je pri obeh podvrstah podobna, 
največ pa ga je v listu. Koncentracija žvepla pri B. zeyheri HA je najvišja v korenini (Slika 
22.8a), pri B. zeyheri NA pa v listu (Slika 24.6b).  
Klor (Slika 22.9, Slika 23.7 in Slika 24.7), kalij (Slika 22.10, Slika 23.8 in Slika 24.8) in 
kalcij (Slika 22.11, Slika 23.9 in Slika 24.9) so v obeh podvrstah B. zeyheri zastopani v 
velikih koncentracijah, v največjih koncentracijah pa v listu. Vsi ti trije elementi so pri B. 
zeyheri HA dobro zastopani tudi v koreninah. Medtem ko so pri B. zeyheri NA v koreninah 
v nižjih koncentracijah, klora pa z metodo PIXE sploh nismo zaznali, ker je bil v zelo 
majhni koncentraciji. Prav tako so Cl, K, in Ca prisotni tudi v steblu, razporejeni so po 
povrhnjici, ksilemu in floemu, v sredici pa jih ni, razen Ca, ki je pri B. zeyheri NA prisoten 
tudi v sredici. Nikelj je sposoben uporabljati Ca transportne proteine, kateri mu omogočajo 
njegov vnos in premik po rastlini (Mesjasz-Przybylowicz in sod., 2016). In ker je Ca 
skoncentriran tudi v floemu, lahko to kaže na morebitno sodelovanje pri porazdelitvi z Ni.  
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Elemente aluminij (Slika 22.5), silicij (Slika 22.6), titan (Slika 22.12), železo (Slika 22.13) 
in kobalt (Slika 22.14) smo detektirali samo v korenini. Vsi ti elementi se v B. zeyheri HA 
nahajajo v večjih koncentracijah kot v B. zeyheri NA. Večinoma so skoncentrirani v 
povrhnjici.  
Če strnemo, kje se kovine kopičijo na ravni tkiv in organelov, lahko ugotovimo, da se pri 
hiperakumulacijski podvrsti B. zeyheri kopičijo v metabolno manj aktivnih tkivih, kot je 
povrhnjica. Preglednica 5 prikazuje ali je določeni element bolj zastopan pri B. zeyheri HA 
ali pa pri B. zeyheri NA. Vidimo, da se Ni nahaja v večjih koncentracijah pri B. zeyheri 
HA, tako v koreninah, steblih kot tudi v poganjkih, v primerjavi z B. zeyheri NA. Pri 
ostalih elementih pa je drugače. V koreninah B. zeyheri HA se elementi nahajajo v večjih 
koncentracijah v primerjavi s koreninami B. zeyheri NA. V steblu in poganjkih pa so v 
elementi (razen Ni) v večjih koncentracijah pri B. zeyheri NA v primerjavi z B. zeyheri 
HA. Ostali elementi so si v podobnih koncentracijah v primerjavi med HA in NA podvrsto 
B. zeyheri. 
Preglednica 5: Povzetek razporeditve in zastopanosti elementov med hiperakumulacijsko in neakumulacijsko 
podvrsti B. zeyheri. 
 B. zeyheri HA B. zeyheri NA 
Korenine Ni, Na, Mg, Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Fe, Co / 
Steblo Ni Na, Mg, S, Cl 
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Slika 22: Posnetki korenine (1) s svetlobnim mikroskopom in elementarne mape (2 - 14) korenine 
hiperakumulacijske (a) in neakumulacijske (b) podvrste B. zeyheri. Mape so pridobljene z metodo PIXE. 
Koncentracijska skala elementov je  v μg/ g.  Elementi si sledijo Ni, Na, Mg, Al,  Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Fe in 
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Slika 23: Posnetki stebla (1) s svetlobnim mikroskopom in elementarne mape (2 - 9) stebla 
hiperakumulacijske (a) in neakumulacijske (b) podvrste B. zeyheri. Mape so pridobljene z metodo PIXE. 
Koncentracijska skala elementov je v μg/ g.  Elementi si sledijo Ni, Na, Mg, P, S, Cl, K in Ca. Pomen 
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Ni: n.d. MD = 33 ug/ g 
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Slika 24: Posnetki poganjka (1) s svetlobnim mikroskopom in elementarne mape (2 - 9) poganjka 
hiperakumulacijske (a) in neakumulacijske (b) podvrste B. zeyheri. Mape so pridobljene z metodo PIXE. 
Koncentracijska skala elementov je  v μg/ g. Elementi si sledijo Ni, Na, Mg, P, S, Cl, K in Ca. Pomen 





Katona K. Razporeditev in vezavne oblike niklja pri hiperakumulacijskih rastlinah iz rodu Berkheya iz Južne Afrike. 
      Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
4.5 TOPNA / NETOPNA FRAKCIJA 
Koncentracijo Ni smo določili tako v ekstraktu, kot v peletu, ki je ostal po ekstrakciji. Ker 
smo za ekstraktant uporabili vodo, smo v ekstraktu zajeli Ni v vodotopni obliki in Ni, ki se 
je rahlo adsorbiral na celično steno. V netopni frakciji (pelet) smo zajeli Ni vezan na 
celično steno in možne netopne kristale v celični vakuoli. Koncentracijo Ni v netopnem 
delu smo pomerili s pomočjo metode XRF (tabletke), koncentracijo Ni v topnem delu pa 
smo pomerili z metodo ICP-MS. 
V Preglednici 6 so koncentracije Ni v hiperakumulacijski in neakumulacijski podvrsti B. 
zeyheri v posameznih rastlinskih organih (korenine, steblo, poganjki). Koncentracija Ni je 
razdeljena glede na topnost v vodi. 
Preglednica 6: Koncentracije Ni v hiperakumulacijski in neakumulacijski podvrsti B. zeyheri v posameznih 
rastlinskih organih (list, steblo in korenine), glede na topnost v vodi. 
 
Netopni del Topni del Skupaj 
μg/ g 
HA_L 2190 4130 6320 
HA_S 1570 986 2550 
HA_R 509 896 1405 
 
NA_L 25,9 11,2 37,1 
NA_S 8,43 23,2 31,6 
NA_R 140 87,2 227 
Na Sliki 25 vidimo, da ima hiperakumulacijska podvrsta B. zeyheri v listih (65 %) in 
koreninah (64 %) veliko topnega dela. Topna frakcija je shranjena predvsem v vakuoli. 
Stebla kopičijo veliko Ni v celični steni, kar predstavlja netopni del frakcije. To je lepo 
razvidno iz Slika 25, kjer vidimo, da netopni del frakcije v steblu predstavlja več kot 60 % 
delež. Ni, ki je vezan na celično steno ali pa je v vakuoli v netopnih kompleksih, ki jih ne 
moremo raztopiti z vodno ekstrakcijo. V vakuoli se lahko Ni veže (npr. s kalcijevim 
oksalatom) in tvori kristalček ali pa se obori, zato ga z vodo ne moremo med ekstrakcijo 
raztopiti. Zato tu govorimo o netopni frakciji in je lahko tudi v celici v vakuoli. To je 
frakcija, ki je inertna in ne sodeluje v metabolizmu rastline. Kar je prednost za živali, ki 
pojedo takšno rastlino. Živali lahko v organih kopičijo le Ni, ki se nahaja v topnem delu. 
Neakumulacijska podvrsta B. zeyheri pa ima v steblu (73 %) veliko topne frakcije, v listih 
(70 %) in koreninah (62 %) pa veliko netopne frakcije.   
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Slika 25: Grafični prikaz razporeditve Ni (v %) glede na topnost v vodi pri hiperakumulacijski in 
neakumulacijski podvrsti B. zeyheri.  
4.6 DOLOČANJE VSEBNOSTI ORGANSKIH KISLIN IN VEZAVNE OBLIKE Ni 
4.6.1 Vsebnost organskih kislin 
V koreninah (Slika 26), steblu (Slika 28) in poganjkih (Slika 30) smo detektirali 7 
organskih kislin (kininska, mravljinčna, ocetna, jabolčna, malonska, oksalna, citronska) in 
4 anorganske anione (nitrat, sulfat, fosfat in klorid). Vsepovsod smo pa zaznali še neko 
neznano spojino (označeno kot »Neznano*«) katere nismo uspeli določiti (ni bilo 
ustreznega standarda), vemo pa, da se izpira za citronsko kislino in da je anionska spojina. 
In na podlagi tega sklepamo, da gre za kislino.   
Analizirali smo korenine, stebla in liste pri hiperakumulacijski (BZ_HA) in 
neakumulacijski (BZ_HA) podvrsti B. zeyheri ter pri hiperakumulacijski B. coddii 





















Netopni del Topni del
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KORENINE 
Na grafu (Slika 26) in v PRILOGI F1 vidimo, da korenine pri vseh treh vrstah vsebujejo 
največ sulfata, le tega pa je še največ pri B. coddii HA. Med organskimi kislinami pa je v 
koreninah največ malonske kisline. Vse tri vrste pa imajo v koreninah najmanj ocetne 
kisline. B. zeyheri HA vsebuje naslednje organske kisline: malonsko, citronsko, jabolčno in 
oksalno, ostale so v sledovih. B. zeyheri NA vsebuje največ malonske kisline, nekaj pa je 
tudi citronske, kininske, oksalne in jabolčne. Pri B. zeyheri NA smo zaznali še neznano 
kislino (»Neznano*«), pri ostalih dveh vrstah pa je v koreninah nismo detektirali. B. coddii 
HA vsebuje največ jabolčne kisline, sledita pa ji citronska in malonska kislina.  
 
 Slika 26: Vsebnost organskih kislin v koreninah (povprečje ± se , n = 3). 
  
V koreninah smo detektirali 7 organskih kislin ter 4 anorganske anione (nitrat, sulfat, fosfat 
in klorid). Da bi dobili boljši vpogled v razlike med profili vsebnosti organskih kislin in 
anorganskih anionov v koreninah posameznih rastlinskih vrst, smo na podatkih izvedli 
linearno diskriminantno analizo. Glavni komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno 
pojasnita skoraj 100 % variabilnosti podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 27) vidimo, 
da se vzorci korenin posameznih rastlinskih vrst ločijo v 3 diskretne skupine, kar pomeni, 
da so profili vsebnosti organskih kislin in anorganskih anionov vrstno specifični. K ločitvi 
skupin po funkciji 1 največ prispevajo jabolčna, malonska in oksalna kislina, k funkciji 2 
pa klorid, sulfat, fosfat in oksalna kislina (PRILOGA G1). B. zeyheri HA vsebuje med 
vsemi tremi vrstami največ oksalne kisline, kar se kaže tudi v smeri vektorja proti tej 
diskretni skupini. B. zeyheri NA se loči od ostalih skupin v koncentraciji malonske kisline 
in neznane kisline (»Neznano*«). B. coddii HA pa se loči od ostalih skupin v koncentraciji 
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Slika 27: Koncentracija organskih kislin v koreninah. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij 
spremenljivk (rdeči vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni 

























Funkcija 1 (74.62 %) 
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STEBLO 
Na grafu (Slika 28) in v PRILOGI F2 vidimo, da je v steblu pri vseh treh vrstah največ 
klorida, le tega pa je še največ pri B. coddii HA. Med organskimi kislinami pa je v steblu 
največ jabolčne kisline. Vse tri vrste pa imajo v steblu najmanj ocetne kisline. B. coddii 
HA vsebuje poleg jabolčne kisline, še malonsko in citronsko kislino. Pri B. coddii HA smo 
zaznali največ neznane kisline (»Neznano*«). B. zeyheri HA vsebuje naslednje še 
naslednje organske kisline: malonsko, kininsko in citronsko kislino. B. zeyheri NA pa 
vsebuje kininsko in malonsko kislino.  
 
Slika 28: Vsebnost organskih kislin v steblih (povprečje ± se , n = 3). 
Tudi v steblu smo detektirali 7 organskih kislin ter 4 anorganske anione. Glavni 
komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno pojasnita skoraj 100 % variabilnosti 
podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 29) vidimo, da se vzorci stebel posameznih 
rastlinskih vrst tudi ločijo v 3 diskretne skupine, torej so tudi tu profili vsebnosti organskih 
kislin in anorganskih anionov vrstno specifični. K ločitvi skupin po funkciji 1 največ 
prispevajo oksalna, kininska, jabolčna kislina ter sulfat in klorid, k funkciji 2 pa jabolčna in 
citronska, kininska kislina ter nitrat (PRILOGA G2). B. zeyheri HA vsebuje med vsemi 
tremi vrstami največ oksalne kisline, kar se kaže tudi v smeri vektorja proti tej diskretni 
skupini. B. zeyheri NA se loči od ostalih skupin v koncentraciji fosfata, sulfata in nitrata. B. 
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Slika 29: Koncentracija organskih kislin v steblih. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij 
spremenljivk (rdeči vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni 

























Funkcija 1 (90.27 %) 
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Spremenljivke (osi F1 in F2: 100.00 %) 
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POGANJKI 
Na grafu (Slika 30) in v PRILOGI F3 vidimo, da poganjki pri B. zeyheri HA, B. zeyheri 
NA in B. coddii HA vsebujejo največ klorida, le tega pa je še največ pri B. coddii HA. 
Medtem ko pa je imela B. nivea HA največ sulfata. Med organskimi kislinami pa je v 
poganjkih največ jabolčne kisline. Vse vrste pa imajo v poganjkih najmanj mravljinčne 
kisline. B. zeyheri HA vsebuje še naslednje organske kisline: citronsko, kininsko in 
malonsko, ostale so v sledovih. B. zeyheri NA vsebuje, poleg jabolčne kisline, še veliko 
kininsko in citronsko kislino. Pri vseh štirih vrstah smo zaznali še veliko neznane kislino 
(»Neznano*«), za katero vemo, da se izloči za citronsko kislino. Pri pregledu podatkov, 
vidimo, da je največ te neznane kisline v poganjkih. B. coddii HA vsebuje tudi veliko 
citronske in kininske kisline. B. nivea HA vsebuje v poganjkih, poleg jabolčne kisline, še 
veliko kininske kisline in nekaj oksalne, citronske in mravljinčne kisline.  
 
Slika 30: Vsebnost organskih kislin v poganjkih (povprečje ± se , n = 3). 
V poganjkih smo prav tako detektirali 7 organskih kislin ter 4 anorganske anione. Glavni 
komponenti F1 in F2 v našem primeru skupno pojasnita skoraj 94 % variabilnosti 
podatkov. Na razsevnem diagramu (Slika 31) vidimo, da se vzorci poganjkov posameznih 
rastlinskih vrst ločijo v 4 diskretne skupine, torej so profili vsebnosti organskih kislin in 
anorganskih anionov vrstno specifični. K ločitvi skupin po funkciji 1 največ prispevajo 
jabolčna, mravljična in kininska kislina ter sulfat, k funkciji 2 pa sulfat, citronska kislina in 
klorid  (PRILOGA G3). B. zeyheri NA vsebuje največ kininske kisline, kar se kaže tudi v 
smeri vektorja proti tej diskretni skupini. Torej ta skupina odstopa od ostalih skupin prav v 
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ocetne kisline. B. coddii HA pa je loči od ostalih skupin v kloridu. B. nivea HA se loči v 
koncentraciji jabolčne in mravljinčne kisline ter sulfata in fosfata. 
 
 
Slika 31: Koncentracija organskih kislin v poganjku. A) Razsevni grafikon in B) grafikonom korelacij 
spremenljivk (rdeči vektorji) v ravnini prvih dveh diskriminantnih spremenljivk dobljenih pri diskriminantni 

























Funkcija 1 (72.14 %) 
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4.6.2 Vezavne oblike Ni 
Preglednica 7 predstavlja skupne koncentracije Ni v topni frakciji pomerjene z ICP-MS. 




A Berkheya coddii (korenine – hiperakumulator) 30350 
B Berkheya coddii (listi – hiperakumulator) 326000 
C Berkheya zeyheri  (korenine − hiperakumulator) 4056 
D Berkheya zeyheri (listi – hiperakumulator) 62300 
E Berkheya zeyheri (listi − normalna populacija) 180 
F Berkheya zeyheri (korenine − normalna populacija) 151 
4.6.2.1 Določitev zadrževalnih časov za Ni2+ in Ni-citrat 
Sinteza Ni-nizkomolekularnih (Ni-LMM) kompleksov je zelo zahtevna. Čeprav se Ni-
LMM kompleksi tvorijo v rastlinah, v literaturi ni podatkov o uspešni sintezi Ni-LMM 
kompleksov. Edini Ni-LMM kompleks, ki ga je možno narediti v laboratoriju je Ni-citrat. 
Ni-citrat so idetificirali v rastlinah, ki so hiperakumulirajo Ni. V laboratoriju poteka 
njegova sinteza s presežkom citronske kisline (Schaumlöffel in sod., 2003).  
V naši raziskavi smo kot standarde uporabili Ni
2+  
in Ni-citrat. Drugega standard Ni-LMM 
kompleksov nismo uporabili zato, ker le teh ni bilo možno sintetizirati oz. je njihova 
priprava zelo zahtevna. 
Iz Slike 32 lahko sklepamo, da Ni
2+
 izpira v času od 24 – 27 s, medtem ko se Ni–citrat 
izpira med 216 – 258 s. 
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Slika 32: Kormatogram A za Ni
2+
-standard in kromatogram B za Ni-citrat standard. 
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4.6.2.2 Kromatogrami vzorcev  
Iz Slike 33 je razvidno, da ima vsak vzorec vrh izpiranja pod zadrževalnim časom Ni
2+
. Le 
vzorec E (Berkheya zeyheri NA (listi)) (Slika 33E) ima majhen vrh izpiranja pri istem 
zadrževalnem času Ni-citrata. Poleg Ni
2+
 pa je še en pomemben vrh (pik), ki ima čas 
izpiranja med 126 – 162 s. To pomeni, da se pojavi neznani negativni Ni-kompleks. Da je 
kompleks negativno nabit, vemo zato, ker se je na anionsko izmenjalni koloni ločil za 
fronto topila. To pomeni, da se je Ni-LMM kompleks zadržal na koloni in se je z eluentom 
spral iz kolone med 126 in 162 s. Ni
2+
 je pozitivno nabit ion in se je izpral s fronto topila, 
ker se pozitivno nabite zvrsti ne zadržijo na anionsko-izmenjalni koloni.  
Pika ni bilo možno identificirati zato, ker je identifikacija z ESI-MS-MS (angl. 
electrospray ionization-tandem mass spectrometry) zahtevna in nikakor nismo mogli dobiti 
pogojev, ki bi določili maso deprotonirane nizkomolekularne kisline, ki je bila prisotna pod 
eluiranim kromatografskim vrhom Ni-LMM kompleksa. 
Na to temo so potrebne še dodatne raziskave, saj gre za preliminarne rezultate. 
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Slika 33 se nadaljuje 
Čas (s) 
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Slika 33: Kromatogrami vzorcev A – F. 
Čas (s) 
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5 RAZPRAVA 
Pomanjkanje Ni v tleh je zelo redek pojav. Nasprotno od tega, pa povečane koncetracije Ni 
v tleh (onesnaženje ali naravna prisotnost) predstavljajo problem na svetovni ravni, saj so 
taka tla nerodovitna. Zato se znanstveniki po svetu ukvarjajo s to problematiko in iščejo 
rešitve kako odstraniti Ni iz tal, še posebej na tistih območjih, ki so pomembni iz 
agrikulturnega vidika (pridelovanje hrane). Ena izmed rešitev so rastline, ki 
hiperakumulirajo Ni. Ene izmed takih rastlin so trajnice iz družine nebinovk, ki rastejo v 
Južni Afriki. To so hiperakumulatorji iz rodu Berkheya. V naši raziskavi smo se 
osredotočili predvsem na B. zeyheri, ki se pojavlja v dveh populacijah kot za Ni 
hiperakumulacijska (HA B. zeyheri) in ne-akumulacijska (NA B. zeyheri). Raziskali smo 
razporeditev Ni po rastlini in vezavne oblike Ni. Na to temo je bilo opravljenih že kar 
nekaj raziskav, kljub temu je pa še kar nekaj neznank o hiperakumulaciji Ni.    
Mesjasz-Przybylowicz in sod. (2010) so pokazali, da listi hiperakumulacijske podvrste B. 
zeyheri vsebujejo večjo koncentracijo Ni v primerjavi z neakumulacijsko. Hkrati pa so med 
podvrstama prisotne tudi morfološke razlike listov. V kasnejših raziskavah (Mesjasz-
Przybylowicz in sod., 2016) so med seboj primerjali še korenine obeh podvrst. Ugotovili 
so morfološke razlike, različno razporeditev Ni, ter da je bila povprečna koncentracija Ni 
pri hiperakumulacijski podvrsti kar 35-krat večja kor pri neakumulacijski podvrsti. Naši 
rezultati sovpadajo z rezultati iz teh raziskav. Opazili smo morfološke razlike pri 
koreninah, steblu in poganjkih med samima podvrstama. Največje morfološke razlike so 
bile pri koreninah, kjer je imela HA B. zeyheri na površini koreninski plak. Pri NA B. 
zeyheri pa plak ni bil opazen. Največja razlika pa je bila v koncentracijah Ni v rastlini. 
Koncentracija Ni v notranjosti korenine pri HA B. zeyheri je bila precej manjša v 
primerjavi s koreninskim plakom. Na podlagi teh podatkov lahko sklepamo, da rastlina Ni 
sprejme v korenino in ga takoj prenaša v nadzemne dele. Največja koncentracija Ni pri HA 
B. zeyheri je bila v poganjkih. Korenine, stebla in poganjki NA B. zeyheri vsebujejo 
majhno količino Ni. V primerjavi s hiperakumulacijsko podvrsto pa je vsebovala druge 
elemente v večjih koncentracijah. Iz tega lahko sklepamo, da neakumulacijska rastlina Ni 
sploh ne sprejme, ampak raje črpa oz. kopiči druge elemente, ki so zanjo bolj esencialni. 
Sami transporterji za privzem Ni v rastlino še niso bili odkriti. So pa raziskovalci mnenja, 
da rastline uporabljajo za privzem Ni v koreninski sistem transportni sistem značilen za 
privzem Zn (Rascio in Navari-Izzo, 2010). 
Hiperakumulacija Ni bi bila lahko povezana z odpornostjo rastlin na sušo. Takšnega 
mnenja sta tudi Rascio in Navari-Izzo (2011), ki pravita, da naj bi bila rastlinska odpornost 
na sušo posledica osmolitske vloge kovin znotraj celice, ki naj bi imele vlogo zadrževanja 
vode. Rastline po navadi kopičijo Na, K in Ca kot odgovor na sušo. S tem, ko kopičijo te 
elemente znižajo vodni potencial in izboljšajo preskrbljenost z vodo. Pri 
hiperakumulacijski podvrsti HA B. zeyheri je kopičenje Ni lahko povezano z odgovorom 
na sušo, saj je na območju kjer rastlina uspeva relativno malo padavin.   
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Chen in sod. (2009) so raziskovali mesto kopičenja Ni v rastlini in ugotovili so, da je 
večina Ni v listih pšenice porazdeljena v celicah povrhnjice (v vakuolah in celični steni). V 
koreninah pa so ugotovili, da je več Ni v notranjosti korenine in manj v skorji. Tekom naše 
raziskave smo ugotovili, da je pri HA B. zeyheri, več Ni na površini (koreninski plak) 
korenine, kot v notranjosti. V steblih in listih HA B. zeyheri pa  se Ni v glavnem nahaja v 
povrhnjici in v fotosintezno aktivnih tkivih (mezofil). Tu se najverjetneje nahaja v 
vakuolah, ne pa v kloroplasti. Do takega mnenja smo prišli na podlagi sklepanja o 
delovanju fotosinteze. Ker če bi se Ni nahajal v kloroplastih, fotosinteza najverjetneje ne bi 
potekala oz. bi bilo njeno delovanje moteno.  
Gledano iz morfološke strani, ima B. zeyheri mehkejše liste v primerjavi s travo, ki uspeva 
na istem rastišču. Trava vsebuje v listih silicijeve delčke, in kar naredi same liste bolj trde. 
Tako pa si žuželke med uživanje trave  hitreje obrabijo ustni aparat. Tako je B. zeyheri 
edina rastlina z mehkimi listi na tistem rastišču. Zato je B. zeyheri postala hrana žuželkam, 
saj se le te rajši prehranjujejo  z rastlinami, ki imajo mehkejše liste. Najbolj zanimivo pa je 
to, da kljub temu, da HA B. zeyheri kopiči veliko Ni, jih žuželke lahko uživajo, ne da bi 
poginile. Torej so se žuželke prilagodile na velike koncentracije Ni (predvsem ta tistega, ki 
je v topni frakciji). Žuželke liste pojedo. Ni, ki je nakopičen v listih, pa izločajo preko 
Malpighijevih cevk. Tudi Montargès-Pelletier in sod. (2008) so svojo raziskavo zaključili z 
mnenjem, da so se nekatere vrste žuželk, tudi endemiti v ultramafičnih okoljih, razvile 
sočasno s hiperakumulacijskimi rastlinami. Le te rastline so tako postale njihove 
gostiteljice. V raziskavi so ugotovili, da hiperakumulacija Ni rastlinam ne koristi kot 
obramba pred rastlinojedi, saj so se žuželke očitno prilagodile.  
Zaradi velikega objedanja B. zeyheri, rastišče prerase trava in tako zaduši rast B. zeyheri. 
Tako le ta več ne uspeva, kljub temu pa v tleh ostanejo korenine. Ker je podnebje zelo 
sušno, so na tem področju pogosti tudi požari. Ko rastišče popolnoma pogori, je priložnost, 
da začne HA B. zeyheri ponovno rasti. Tako je HA B. zeyheri prva vegetacija po požaru ter 
se razraste po pogorišču. Tako naredi veliko biomase in nakopiči veliko Ni.   
S pomočjo ekstrakcij in tekočinske kromatografije smo raziskali vezavne oblike Ni. Že 
McNear (2006) ter Rascio in Navari-Izzo (2010) so ugotovili, da je za hiperakumulatorje 
Ni značilna vezava Ni na organske kisline. Sama vezava oz. povezava Ni z ligandi je 
pomembna za privzem Ni iz tal v korenine in sam prenos Ni po rastlini (iz korenin v 
poganjke). V poganjkih pa se Ni nalaga in kopiči predvsem v listih. Vrsta liganda pa je 
odvisna od vrste rastline. McNear (2006) je mnenja, da imajo histidin, citronska in 
jabolčna kislina pomembno vlogo pri prenosu Ni. Z LC-MS smo dokazali, da se Ni veže 
na organske kisline, saj je bil elucijski čas enega kompleksa enak kot za Ni-citrat. Poleg 
citronske kisline, pa je B. zeyheri HA vsebovala se veliko jabolčne in malonske kisline. 
Rezultati so pokazali, da se je Ni nahajal večinoma kot Ni
2+
. Iz tega lahko sklepamo tudi, 
da se Ni po rastlini prenaša tudi kot prost ion. Podobnega mnenja sta tudi Rascio in Navari-
Izzo (2010). Še vedno pa je veliko vprašanj o transportu Ni po rastlini, saj to področje še ni 
povsem raziskano.  
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6 SKLEPI 
1. Analize elementov v tleh. Koncentracija Ni v tleh je bila pri vzorcih zemlje HA B. 
zeyheri večja kot pri vzorcih zemlje NA B. zeyheri. V primeru analize z različnimi 
elementi v tleh ugotovimo, da je koncentracija Si, v primerjavi z drugimi elementi, 
največja. Pri vzorcih zemlje NA B. zeyheri je koncentracija Ni najnižja, koncentracija 
Si pa najvišja. Iz diskriminantne analize vidimo, da so se vzorci tal ločili v diskretne 
skupine, ki odgovarjajo različnim vzorčnim mestom, torej se elementni profili tal 
posameznih vzorčnih mest med seboj razlikujejo. 
2. Analize elementov v rastlinah. Iz rezultatov je razvidno, da je NA B. zeyheri 
vsebovala manj (240 mg/ kg) Ni v primerjavi s HA B. zeyheri (6850 mg/ kg). Zemlja, 
kjer je bila nabrana NA B. zeyheri, je vsebovala 532 mg/ kg Ni, v zemlji HA B. zeyheri 
pa je bilo 1610 mg/ kg Ni. Iz teh rezultatov lahko potrdimo našo prvo hipotezo, ki 
pravi, da bodo pri hiperakumulacijski populaciji koncentracije Ni v rastlini večje, kot v 
tleh. Saj je koncentracija Ni pri hiperakumulacijski podvrsti večja v rastlini, pri 
neakumulacijski podvrsti pa je koncentracija Ni večja v tleh.  
3. Koncentracija elementov v koreninah, steblih in listih. Pri vseh diskriminantnih 
analizah se vzorci (rastlina, korenine, stebla in listi) ločijo v diskretne skupine, ki 
odgovarjajo različnim o rastlinskim vrstam, kar pomeni, da se elementni profili 
posameznih vrst med seboj razlikujejo. 
4. Povezava med koncentracijami Ni v tleh in rastlinah. Odnos med koncentracijo 
skupnega Ni v tleh in koreninah B. zeyheri kaže na linearno odvisnost. Odnos med 
stebli oz. listi in tlemi pa ni več linearen. 
5. Kopičenje Ni v koreninah, steblih in listih. Ugotovili smo, da je pri NA B. zeyheri  
največja koncentracija Ni v koreninah. Pri HA B. zeyheri pa je koncentracija Ni 
največja v listih. To potrjuje našo drugo hipotezo ki pravi, da se bo Ni pri 
hiperakumulacijski populaciji kopičil v listih, pri neakumulacijski pa v koreninah. Iz 
teh podatkov lahko potrdimo tudi del prve hipoteze, ki pravi, da bodo pri 
hiperakumulacijski populaciji koncentracije Ni večje v listih. 
6. PIXE in Ni. Pri NA B. zeyheri se Ni v korenini nahaja tako v povrhnjici kot tudi v 
sami korenini. Vendar pa je koncentracija Ni v notranjosti korenine precej manjša v 
primerjavi s koreninskim plakom, ki je na površini korenine. Pri HA B. zeyheri se Ni v 
listih kopiči v povrhnjici in v fotosintezno aktivnih tkivih (mezofil), kjer se 
najverjetneje nahaja v vakuolah in ne v kloroplastih, da ne moti same fotosinteze. Na 
podlagi teh podatkov, lahko potrdimo našo tretjo hipotezo, ki pravi, da se bo Ni v listih 
nahajal v fotosintezno neaktivnih tkivih. To trditev lahko potrdimo zato, ker se Ni 
nahaja v povrhnjici in le ta spada pod fotosintezno neaktivna tkiva. Na podlagi iz 
rezultatov metode PIXE in ekstrakcije, lahko pridemo do zaključkov, da se Ni nahaja 
tudi v fotosintezno aktivnih tkivih, kar pomeni, da je Ni v vakuoli in ne v kloroplastih, 
saj fotosinteza normalno poteka. In to potrdi četrto hipotezo, ki pravi, da se Ni nahaja v 
vakuolah. 
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7. PIXE in ostali elementi. Natrij se pri HA B. zeyheri nahaja v koreninah v  povrhnjici. 
Pri NA B. zeyheri pa v listu v listni žili (ksilem in floem). Magnezija je pri HA B. 
zeyheri največj v korenini v povrhnjici in skorji. Pri NA B. zeyheri pa v listu v 
mezofilu. Koncentracija žvepla pri HA B. zeyheri je najvišja v korenini v skorji, pri NA 
B. zeyheri pa v listu v mezofilu. Fosfor, klop, kalij in kalcij so pri obeh podvrstah 
razporejen po celem listu. Cl, K, in Ca pa so v steblu locirani v povrhnjici, ksilemu in 
floemu. Elementi aluminij, silicij, titan, železo in kobalt so v korenini skoncentrirani v 
povrhnjici. Če strnemo podatke ugotovimo, da se pri HA B. zeyheri elementi kopičijo v 
metabolno manj aktivnih tkivih, kot je povrhnjica. 
8. Topna / netopna frakcija. NA B. zeyheri ima v steblu veliko topne frakcije, v listih in 
koreninah pa veliko netopne frakcije. HA B. zeyheri ima v listih in koreninah veliko 
topnega dela. Le ta pa je shranjena predvsem v vakuoli. Stebla kopičijo veliko Ni v 
celični steni, kar predstavlja netopni del frakcije. Ni, ki je vezan na celično steno ali pa 
je v vakuoli v netopnih kompleksih, ne moremo raztopiti z ekstrakcijo, ki smo jo 
izvedli. Ta del predstavlja netopno frakcijo in je lahko tudi v celici v vakuoli. Na 
podlagi teh zaključkov lahko potrdimo četrto hipotezo, ki pravi, da se bo Ni nahajal v 
vakuolah in celičnih stenah. 
9. Vsebnost organskih kislin. Korenine vsebujejo največ sulfata, med organskimi 
kislinami pa je največ malonske kisline in najmanj ocetne kisline. V steblu je največ 
klorida, med organskimi kislinami pa je v steblu največ jabolčne kisline ter najmanj 
ocetne kisline. Poganjki pri HA in NA B. zeyheri ter HA B. coddii vsebujejo največ 
klorida, medtem ko pa je imela HA B. nivea največ sulfata. Med organskimi kislinami 
je v poganjkih največ jabolčne kisline in najmanj mravljinčne kisline. S pomočjo 
razsevnih diagramov smo prišli do zaključka, da se vzorci (korenine, steblo in 
poganjki) posameznih rastlinskih vrst ločijo v diskretne skupine, kar pomeni, da so 
profili vsebnosti organskih kislin in anorganskih anionov vrstno specifični.  
10. Vezavne oblike Ni. Ni2+ se izpira v času od 24 – 27 s, medtem ko se Ni–citrat izpira 
med 216 – 258 s. Vsak vzorec je imel vrh izpiranja pod zadrževalnim časom Ni
2+
, 
medtem ko se je le pri vzorcu NA Berkheya zeyheri (listi) pojavil vrh izpiranja pri 
zadrževalnem času Ni-citrat. Pri le tem vzorcu se je pojavil še en vrh (čas izpiranja: 
126 – 162 s), torej se je pojavil neznan negativni Ni-kompleks. Z LC-MS smo 
dokazali, da se Ni veže na organske kisline, saj je bil elucijski čas enega kompleksa 
enak kot za Ni-citrat. Dodatno smo še pokazali, da je veliko Ni tudi v ionski obliki 
(N
2+
). S profiliranjem kislin pa smo pa dobili še dodatno informacijo, ki nam pove, da 
se vrste rastlin med seboj razlikujejo glede na profil organskih kislin.  
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
Nikelj je kovina, ki je v majhnih koncentracijah (10 - 50 mg Ni/ kg suhe mase) strupena za 
večino rastlinskih vrst, pri nekaterih pa se lahko kopiči v velikih koncentracijah (>1000 mg 
Ni na kg suhe mase) brez vidnih posledic. Nikelj se v rastlini kopiči v različnih delih 
(korenine, stebla, poganjki, lateks). Za hiperakumulacijske rastline (HA) je značilno, da 
kovine ne ostanejo v koreninah, ampak se prenesejo v poganjke, kjer se akumulirajo 
predvsem v listih. Glede na podatke v literaturi naj bi bili ligandi, ki so odgovorni za 
prenos Ni po rastlini organske oz. karboksilne kisline, ki prav tako sodelujejo pri 
sekvestraciji Ni v celičnih vakuolah. Najbolj poznana Ni HA rastlina iz rodu Asteraceae je 
Berkheya coddii, endemit, ki uspeva v južni Afriki. Nikelj pa hiperakumulira tudi manj 
raziskana prav tako endemična vrsta Berkheya zeyheri. 
Namen dela je bil preučiti razporeditev in vezavne oblike Ni pri HA rastlinah iz rodu 
Berkheya. Namen dela smo strnili v preučevanje petih hipotez: 1. Pri HA populaciji bodo 
koncentracije niklja v rastlini večje, kot v tleh, v rastlini sami pa največje v listih; 2. 
Predpostavljamo, da se bo nikelj pri HA populaciji kopičil v listih, pri neakumulacijski 
(NA) pa v koreninah; 3. Nikelj se bo v listih nahajal v fotosintezno neaktivnih tkivih; 4. 
Nikelj se bo nahajal v vakuolah in celičnih stenah (vodotopna in netopna frakcija); 5. 
Nikelj se bo vezal pretežno na organske kisline. 
Razporeditev Ni na organskem nivoju (korenine, steblo, poganjki) smo določili z metodo 
XRF, na tkivnem nivoju pa z metodo mikro-PIXE. Z metodo ekstrakcije, ICP-MS in XRF 
smo določali razporeditev Ni na celičnem nivoju v topni in netopni frakciji. Vezavne 
oblike Ni v tkivih pa smo določili z metodo ekstrakcije in LC. Za statistično analizo smo 
uporabili diskriminantno analizo (DA) in Duncanov test.  
Koncentracija Ni v tleh je bila pri HA rastlinah večja kot pri NA. Rezultati so pokazali, da 
je NA vrsta B. zeyheri vsebovala najmanjšo koncentracijo Ni v primerjavi z HA podvrsto 
B. zeyheri. Odnos med koncentracijo skupnega Ni v tleh in koreninah je linearen. Najbolj 
izrazito naraščanje je pri poganjkih, saj se pri HA vrstah Ni kopiči v listih. Pri HA podvrsti 
B. zeyheri se Ni v listih kopiči v povrhnjici in v fotosintezno aktivnih tkivih (mezofil), kjer 
se nahaja v vakuolah in ne v kloroplastih, da ne moti same fotosinteze. Ugotovili smo, da 
se pri HA podvrsti B. zeyheri ostali elementi kopičijo v metabolno manj aktivnih tkivih, 
kot je povrhnjica. Korenine vsebujejo največ sulfata, med organskimi kislinami pa je 
največ malonske kisline. V steblu je največ klorida, med organskimi kislinami pa je v 
steblu največ jabolčne kisline. Poganjki vsebujejo največ klorida in sulfata, kot organsko 
kislino pa največ jabolčne kisline. 
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Rezultati so pokazali, da so pri HA populaciji koncentracije niklja v rastlini večje, kot v 
tleh. Največja koncentracija pa je bila v listih. Nikelj se pri hiperakumulacijski populaciji 
kopiči v listih, pri NA pa v koreninah. V Listih se Ni nahaja v fotosintezno neaktivnih 
(povrhnjica) in aktivnih tkivih (mezofil). Na celičnem nivoju pa se Ni nahaja v vakuolah in 
celični steni. Poleg anorganskih anionov (npr. sulfat, klorid) vsebujejo rastline veliko 
organskih kislin (npr. malonska, jabolčna). Na podlagi rezultatov lahko sklepamo tudi, da 




Nickel is a metal, which is small concentrations (10-50 mg Ni/ kg of dry mass) toxic to 
most plant species. However, in some plant species, it can accumulate at high 
concentrations (> 1000 mg Ni/ kg of dry mass) without visible consequences. Nickel is 
accumulated in the plant in various plant parts (roots, stem, shoots, latex). 
Hyperaccumulating plants are characterised by the fact that metals do not remain in the 
roots, but are transferred to the shoots, which accumulate in the above-ground organs, 
particularly in the leaves. Given the data in the literature, ligands are responsible for 
transporting Nickel by plant organic or carboxylic acids, also participating in sequestration 
of nickel in cell vacuoles. The most known Nickel hyperaccumulating plant of the genus 
Asteraceae is Berkheya coddii, an endemite, which thrives in Southern Africa. Nickel is 
hyperaccumulated also by a less explored endemic species called Berkheya zeyheri.  
The purpose of this paper was to examine the distribution Nickel and binding forms in the 
hyperaccumulating plants of the genus Berkheya. The purpose of the work was summed up 
in the examination of the five following hypotheses: 1. In the hyperaccumulating 
population, the concentration of Nickel in the plant will be higher than in soil and within 
the plant, the concentration will be the highest in the leaves; 2. Assumingly, in the 
hyperaccumulating population, the Nickel will be concentrated in leaves and in the non-
accumulation population, it will be concentrated in the roots; 3. In the leaves, Nickel will 
be located in photosynthetic inactive tissues; 4. Nickel will be concentrated in vacuoles and 
cell walls (soluble and insoluble fraction); 5. Nickel will be bound mainly to organic acids. 
The distribution of Nickel on organic level (roots, stem, shoots) was determined with the 
XRF method, on the tissue level with mikro-PIXE method and on the cell level (soluble 
and insoluble part) with the method of extraction, ICP-MS and XRF. The binding forms of 
Ni in tissues were determined with the method of extraction and LC. For the statistical 
analysis, discriminant analysis (DA) and Duncan test were used. 
The concentration of Nickel in soil was greater for hyperaccumulating plants than for non-
accumulating plant. The results have shown that non-accumulating species of B. zeyheri 
contained the smallest concentration of Nickel in comparison to hyperaccumulating 
subspecies B. zeyheri. The relationship between the total Nickel concentration in soil and 
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roots is linear. The most dramatic rise was seen in shoots because in case of 
hyperaccumulating species, Nickel accumulates in the leaves. With the hyperaccumulating 
subspecies B. zeyheri, Nickel in the leaves is accumulated in the epidermis and 
photosynthetic active tissues (mesophyll). There, it is located in the vacuoles rather that in 
the chloroplast, so as not to disturb the process of photosynthesis. It has been shown that 
with the hyperaccumulating subspecies B. zeyheri, other elements are rather accumulated 
in the metabolically less active tissues than in the epidermis. Roots contain the highest 
amount of sulphate and Malonic acid is the prevailing organic acid. Stem contains the 
highest amount of chloride and Malic acid is the prevailing organic acid. Shoots contain 
the highest amount of chloride and sulphate and the prevailing organic acid is the Malic 
acid. 
The results have shown that in the case of the hyperaccumulating subspecies of B. zeyheri, 
the Ni concentration is higher in the plant than in soil. The highest concentration of Ni was 
in the leaves. In case of the hyperaccumulating population, Ni is concentrated in the leaves, 
whereas with the non-accumulating population, it is concentrated in the roots. In the 
leaves, Ni is located in photosynthetic inactive (epidermis) and active (mesophyll) tissues. 
On the cellular level, Ni is located in vacuoles and cell wall. In addition to inorganic anions 
(e.g. sulphate, chloride), plants contain a lot of organic acids (e.g. Malonic, Malic). On the 
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PRILOGA A 
Programi kromatografskih ločb 
Priloga A1: Program št. 1:  kromatografske ločbe z MINI SEC (1 mL zanka). A je voda, B je 1 M HN4Cl in 











0,0 1,0 100 0 0 
10,0 1,0 100 0 0 
10,1 5,0 0 100 0 
15,0 5,0 0 100 0 
15,1 5,0 100 0 0 
23,0 5,0 100 0 0 
23,1 1,0 100 0 0 
24,0 1,0 100 0 0 
 
Priloga A2: Program št. 2:  kromatografske ločbe z MINI SEC (1 mL zanka). A je voda, B je 1 M HN4Cl in 











0,0 1,0 85 15 0 
10,0 1,0 85 15 0 
10,1 5,0 0 100 0 
15,0 5,0 0 100 0 
15,1 5,0 85 15 0 
23,0 5,0 85 15 0 
23,1 1,0 85 15 0 
24,0 1,0 85 15 0 
 
Priloga A3: Program št. 3:  kromatografske ločbe z MINI SEC (1 mL zanka). A je voda, B je 1 M HN4Cl in 











0,0 1,0 100 0 0 
10,0 1,0 100 0 0 
10,1 1,0 85 15 0 
20,0 1,0 85 15 0 
20,1 5,0 0 100 0 
25,0 5,0 0 100 0 
25,1 5,0 100 0 0 
33,0 5,0 100 0 0 
33,1 1,0 100 0 0 
34,0 1,0 100 0 0 
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Priloga A4: Program št. 4:  kromatografske ločbe s CIM DEAE-1 (0,5 mL zanka). A je voda, B je 1 M 











0,0 1,0 100 0 0 
10,0 1,0 85 15 0 
10,1 10,0 0 100 0 
11,0 10,0 0 100 0 
11,1 10,0 0 0 100 
13,0 10,0 0 0 100 
13,1 10,0 100 0 0 
24,0 10,0 100 0 0 
24,1 1,0 100 0 0 
25,0 1,0 100 0 0 
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PRILOGA B 
Koncentracije ostalih elementov v tleh (povprečje  se) (mg/ kg) 
 
BZ_HA_A1 BZ_HA_A2 BZ_HA_A3 BZ_HA_SOM BZ_NA_A1 
 
 ̅ se  ̅ se  ̅ se  ̅ se  ̅ se 
Si 213000 12900 184000 3500 159000 14000 208000 11900 231000 13400 
P 1390 154 944 126 992 8,50 1410 175 1330 69,8 
S 372 27,7 524 21,0 337 35,5 404 38,4 496 82,3 
Cl 802 114 1250 80,0 1110 216 956 88,1 1170 158 
K 2750 198 983 338 1290 663 911 445 1080 152 
Ca 11100 351 4780 1460 6340 470 9200 3450 8390 825 
Ti 2910 116 3230 85,0 3570 80,0 4070 680 3080 171 
Cr 1600 86,5 2620 555 3790 90,0 3330 568 1480 105 
Mn 1360 181 1880 40,0 697 228 720 241 1380 124 
Fe 76800 3030 123000 3000 116000 4000 103000 11600 88500 3890 
Co 226 5,51 435 15,0 367 6,0 334 34,7 289 13,5 
Ni 1610 72,3 2720 155 1020 105 1190 96,0 532 40,2 
Cu 42,2 1,14 33,9 5,15 68,9 5,45 102 11,7 74,2 4,24 
Zn 98,0 2,40 70,2 8,05 74,7 3,80 61,1 2,09 71,6 4,37 
As 63,3 3,13 84,8 6,35 33,3 5,45 18,9 3,47 52,0 6,79 
Br 25,0 3,01 50,7 1,15 47,9 5,30 35,7 4,14 23,9 2,79 
Rb 31,3 3,95 19,3 3,80 19,8 2,90 22,4 8,45 25,6 2,62 
Sr 135 9,50 44,8 19,2 33,2 0,399 26,6 2,27 95,2 14,3 
Zr 54,5 0,651 137 88,1 126 18,0 85,8 17,8 90,9 17,9 
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PRILOGA C 




Si 5,071 0,498 
P 3,608 7,385 
S 0,122 3,009 
Cl 2,446 1,791 
K 6,933 0,165 
Ca 3,818 5,154 
Ti 3,543 7,006 
Cr 9,062 2,103 
Mn 1,160 10,373 
Fe 11,337 0,541 
Co 11,860 1,641 
Ni 0,782 13,221 
Cu 1,315 20,492 
Zn 7,338 2,686 
As 1,175 19,020 
Br 10,959 2,072 
Rb 4,118 0,838 
Sr 12,283 1,239 
Zr 3,070 0,765 
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PRILOGA D 
Tabela povprečnih koncentracij elementov v mg/ kg 
 
 
P S Cl K Ca Mn Fe Co Ni Cu Zn Br Rb Sr 
HA_A1_L 1260 1370 17100 20800 20700 144 626 29,1 4380 20,6 13,1 88,6 29 52,5 
HA_A1_R 1070 4160 623 8410 7470 271 11800 94,2 1180 30,2 35,3 11,4 23,6 49,2 
HA_A1_S 566 1480 4910 9960 3660 55,3 422 31 1290 18,9 33,5 16,6 17,4 38,9 
HA_A2_L 3190 3130 2290 12100 9170 96,8 255 58 6780 47,5 8,63 72,7 9,67 94,8 
HA_A2_R 1120 1950 4760 929 12000 555 23000 116 2480 25,7 21,6 16,8 22,9 81,3 
HA_A2_S 1160 1190 5030 12200 5360 65,1 208 27,1 2000 14,9 22,3 43,7 15,7 56,8 
HA_A3_L 2420 1580 14300 11700 20800 164 928 72,4 6990 47,4 17,6 8,56 13,4 64 
HA_A3_R 947 5060 911 12400 6680 176 5380 58,8 844 18,7 20,7 6,8 19,8 47,1 
HA_A3_S 985 1420 9270 17100 7730 113 1010 50,8 2910 23,8 55,7 6,48 15,1 47,2 
HA_SOM_L 2640 1690 24700 22600 18100 174 635 63,4 6720 54,9 33 31,6 14,6 55,8 
HA_SOM_R 1110 5960 1080 11000 7910 267 17000 77,8 1450 16,6 26,9 12 16,7 46 
HA_SOM_S 1510 1760 11700 23700 6160 116 375 40,7 3240 25,8 74,9 9,3 12,4 48,2 
NA_A1_L 1720 2500 16800 12900 21800 152 566 29,7 37,2 11,9 27,3 78,8 19,5 80,3 
NA_A1_R 2030 1990 1760 8770 8630 497 31000 155 225 20,3 59,8 14,7 20,7 63,2 
NA_A1_S 2950 2140 7260 17100 6200 81,2 710 33,9 31,6 12,8 49,9 27,7 18,5 43,6 
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PRILOGA E 
Korelacije med posameznim elementom in Funkcijami 1 in 2 v rastlinah 
Priloga E1: Korelacije med posameznim elementom in Funkcijami 1 in 2 v rastlinah. 
  F1 F2 
P 0,165 -0,097 
S -0,428 0,278 
Cl 0,828 -0,233 
K 0,503 -0,202 
Ca 0,759 0,15 
Mn -0,372 0,013 
Fe -0,56 0,096 
Co -0,463 -0,13 
Ni 0,533 -0,482 
Cu 0,253 -0,437 
Zn -0,211 -0,216 
Br 0,517 0,583 
Rb 0,028 0,283 
Sr 0,113 0,236 
 
Priloga E2: Korelacije med posameznim elementom in Funkcijami 1 in 2 v koreninah. 
  F1 F2 
P 0,655 0,142 
S -0,648 -0,273 
Cl 0,159 0,579 
K -0,123 -0,564 
Ca 0,135 0,571 
Mn 0,425 0,439 
Fe 0,477 0,401 
Co 0,631 0,318 
Ni -0,657 0,531 
Cu -0,011 0,058 
Zn 0,58 0,075 
Br 0,175 0,351 
Rb 0,08 0,001 
Sr 0,345 0,385 
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Priloga E3: Korelacije med posameznim elementom in Funkcijami 1 in 2 v steblih. 
  F1 F2 
P -0,184 0,396 
S -0,177 0,178 
Cl 0,325 0,129 
K 0,28 0,302 
Ca 0,248 0,143 
Mn 0,385 0,098 
Fe -0,034 -0,115 
Co 0,306 -0,137 
Ni 0,721 -0,239 
Cu 0,315 -0,191 
Zn 0,165 0,117 
Br -0,148 0,306 
Rb -0,572 0,002 
Sr 0,374 0,207 
 
 
Priloga E4: Korelacije med posameznim elementom in Funkcijami 1 in 2 v poganjkih. 
  F1 F2 
P -0,411 -0,147 
S -0,323 0,347 
Cl 0,395 -0,568 
K 0,318 -0,352 
Ca 0,522 -0,181 
Mn 0,141 -0,32 
Fe 0,231 -0,46 
Co -0,402 -0,447 
Ni -0,365 -0,476 
Cu -0,37 -0,434 
Zn 0,035 -0,201 
Br 0,284 0,661 
Rb 0,542 0,205 
Sr -0,424 0,472 
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PRILOGA F 
Vsebnost organskih kislin 
Priloga F1: Vsebnost organskih kislin in elementov v koreninah (povprečje ± se). 
 


























BZ_HA 0,05 0,02 0,04 0,02 0,03 0,02 0,48 0,11 0,20 0,12 0,24 0,08 0,76 0,19 0,14 0,03 0,12 0,06 0,24 0,15 0,00 0,00 0,02 0,01 
BZ_NA 0,13 0,06 0,03 0,02 0,04 0,02 0,87 0,14 0,10 0,08 0,55 0,20 1,18 0,16 0,11 0,03 0,52 0,14 0,35 0,27 0,01 0,01 0,04 0,02 
BC_HA 0,15 0,09 0,04 0,03 0,04 0,02 1,13 0,18 0,77 0,47 0,30 0,14 1,68 0,33 0,05 0,02 0,39 0,20 0,44 0,20 0,00 0,00 0,13 0,11 
 
Priloga F2: Vsebnost organskih kislin in elementov v steblih (povprečje ± se). 
 


























BZ_HA 0,69 0,16 0,03 0,02 0,02 0,02 3,44 0,65 1,00 0,48 0,79 0,44 0,97 0,27 0,15 0,03 0,23 0,08 0,39 0,21 0,07 0,04 0,01 0,01 
BZ_NA 0,98 0,30 0,05 0,04 0,03 0,01 3,65 0,55 0,16 0,06 0,65 0,38 2,78 1,03 0,15 0,05 0,58 0,23 0,13 0,06 0,09 0,06 0,66 0,28 
BC_HA 0,21 0,03 0,05 0,03 0,02 0,01 4,95 0,88 4,65 2,69 0,56 0,26 1,62 0,20 0,09 0,02 0,20 0,07 0,44 0,24 0,13 0,08 0,02 0,01 
 
Priloga F3: Vsebnost organskih kislin in elementov v poganjkih (povprečje ± se). 
 


























BZ_HA 0,54 0,10 0,01 0,00 0,10 0,04 4,26 0,57 1,81 0,67 0,42 0,15 0,99 0,49 0,21 0,03 0,21 0,05 0,85 0,28 1,33 0,74 0,01 0,01 
BZ_NA 2,86 0,71 0,03 0,02 0,08 0,03 3,91 0,81 0,78 0,43 0,20 0,10 1,63 0,83 0,21 0,06 0,50 0,29 1,10 0,51 1,38 1,01 0,06 0,04 
BC_HA 0,92 0,29 0,03 0,02 0,02 0,01 6,68 1,67 2,97 0,44 0,25 0,09 1,02 0,28 0,24 0,04 0,40 0,05 1,45 0,38 1,04 0,50 0,03 0,01 
BN_HA 0,80 0,12 0,10 0,03 0,07 0,02 2,98 0,35 3,85 0,58 0,09 0,03 3,76 0,39 0,27 0,04 0,85 0,14 0,22 0,04 1,48 0,23 0,08 0,03 
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PRILOGA G 
Korelacije med posameznimi organskimi kislinami in Funkcijama 1 in 2 v rastlinah 
Priloga G1: Korelacije med posameznimi organskimi kislinami in Funkcijama 1 in 2 v koreninah. 
  F1 F2 
Kininska k. 0,006 0,323 
Mravljinčna k. 0,081 -0,033 
Ocetna k. 0,022 0,14 
Klorid 0,217 0,634 
Jabolčna k. 0,428 0,2 
Malonska k. -0,307 0,248 
Sulfat 0,295 0,547 
Oksalna k. -0,299 -0,429 
Fosfat -0,186 0,472 
Citronska k. 0,059 0,165 
Neznano* -0,3 0,167 
Nitrat 0,251 0,258 
 
Priloga G2: Korelacije med posameznimi organskimi kislinami in Funkcijama 1 in 2 v steblih. 
  F1 F2 
Kininska k. 0,213 -0,547 
Mravljinčna k. -0,148 -0,028 
Ocetna k. -0,011 -0,121 
Klorid -0,321 0,257 
Jabolčna k. -0,302 0,469 
Malonska k. 0,11 -0,011 
Sulfat -0,281 -0,403 
Oksalna k. 0,266 -0,24 
Fosfat -0,101 -0,48 
Citronska k. 0,049 0,347 
Neznano* -0,171 0,076 
Nitrat -0,185 -0,641 
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Priloga G3: Korelacije med posameznimi organskimi kislinami in Funkcijama 1 in 2 v poganjkih. 
  F1 F2 
Kininska k. -0,621 -0,027 
Mravljinčna k. 0,384 0,251 
Ocetna k. -0,196 0,365 
Klorid 0,023 -0,584 
Jabolčna k. 0,706 0,01 
Malonska k. -0,144 -0,084 
Sulfat 0,36 0,44 
Oksalna k. 0,236 0,012 
Fosfat 0,24 0,219 
Citronska k. -0,248 -0,474 
Neznano* -0,008 0,109 
Nitrat 0,058 0,183 
 
